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RESUMO

O transtorno do espectro autista (TEA) é caracterizado por comprometimento na
interacao social aliada a presenca de padrdo restrito, repetitivo e estereotipado de
comportamentos, interesses ou atividades. A utilizacdo das nanoparticulas de ouro
(GNPs) no tratamento de diversas patologias surge devido as evidéncias de agir como
um efeito antagonista do sistema REDOX (reacdo de 6xido-reducdo) nas células e
como um antiinflamatério. A curcumina (CUR) também vem ganhando
representatividade por seus potenciais beneficios sobre o estresse oxidativo e
doencas inflamatorias, neurodegenerativas e cardiometabdlicas. Assim, o objetivo do
estudo foi avaliar o efeito do uso das GNPs reduzidas com CUR na reversao das
alteracbes comportamentais em um modelo experimental de TEA induzido por acido
valproico (VPA). Neste sentido, as ratas no 12° dia gestacional, receberam uma
Unica administracdo intraperitonial (i.p.) de 500 mg/kg de VPA ou salina (grupo-
controle). No 6° dia pos-natal (PN), os filhotes foram divididos em 8 grupos: apenas
salina (SAL), SAL+GNP, SAL+CUR, VPA+SAL, VPA+GNP, VPA+CUR,

SAL+GNP+CUR e VPA+GNP+CUR. As GNPs (2,5 mg/kg) e a CUR (1 mg/kg) foram
administradas uma vez ao dia, durante trés dias consecutivos (6, 7 e 8° PN), viai.p. O
peso corporal foi verificado ao longo dos 30 dias de experimentacédo. Os parametros
comportamentais relacionados ao neurodesenvolvimento, locomogao, ansiedade e
sociabilidade foram avaliados nos dias 17, 28, 29, 30 e 31° PN, respectivamente.
Neste estudo, observou-se uma melhora dos parametros sociais dos animais
expostos ao VPA e tratados com CUR ou GNP+CUR. Conclui-se entdo que a CUR
per se nao precisa de carreador para exercer seus efeitos terapéuticos no deficit

social observado no modelo animal de TEA.

Palavras-chave: Curcumina; Nanoparticula de Ouro; Comportamento; Tratamento.



ABSTRACT

The autism spectrum disorder (ASD) is characterized by impairment in social
interaction combined with the presence of a restricted, repetitive and stereotyped
pattern of behaviors, interests or activities. The use of gold nanoparticles (GNPS) in
the treatment of various pathologies arises due to evidence of acting as an antagonist
effect of the REDOX system (oxide-reduction reaction) in cells and as an anti-
inflammatory. Curcumin (CUR) has also been gaining representation due to its
potential benefits on oxidative stress and inflammatory, neurodegenerative and
cardiometabolic diseases. Thus, the aim of the study was to evaluate the promising
effect of the use of GNPs reduced with CUR in reversing behavioral changes in an
experimental model of ASD induced by valproic acid (VPA). In this sense, the rats on
the 12th gestation’s day received a single intraperitonial (i.p.) administration of 500
mg/kg of VPA or saline (control group). On the 6th postnatal day (PN), the pups were
divided into 8 groups: saline only (SAL), SAL+GNP, SAL+CUR, VPA+SAL, VPA+GNP,
VPA+CUR, SAL+GNP+CUR or VPA+GNP+CUR. GNPs (2.5 mg/kg) and

CUR (1 mg/kg) were administered once a day for three consecutive days (6th, 7th and
8th PN) via i.p. Body weight was verified throughout the 30 days of experimentation.
Behavioral parameters related to neurodevelopment, locomotion, anxiety and
sociability were evaluated on days 17, 28, 29, 30 and 31 PN, respectively. In this study,
an improvement in the social parameters of VPA-exposed animals and treated with
CUR or GNP+CUR was observed. It is therefore concluded that CUR per se does not
need a carrier to exert its therapeutic effects on the social deficit observed in the animal
model of ASD.

Keywords: Curcumin; Gold Nanoparticle; Behavior; Treatment.
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1 INTRODUCAO

O termo autismo foi utilizado primariamente pelo psiquiatra suico Paul
Eugen Bleuler em 1911. Ele usou este termo para descrever um grupo de sintomas
relacionados a esquizofrenia, assim como ainda constavam nas primeiras versdes das
DSMs, Manual Diagnéstico e Estatistica de Desordens Mentais. Ja Hans Asperger e
Leo Kanner, cientistas contemporaneos em 1943, durante a Il Guerra Mundial,
desenvolveram o estudo atual criando novos conceitos e tendéncias de avaliacdes e

entendimento mais especificos na etiologia do autismo (Sivamaruthi et al., 2020).

1.1 Definicdo de Autismo

O transtorno do espectro autista (TEA) é uma condicdo do
neurodesenvolvimento com fendtipos bem complexos e com muitas etiologias
subjacentes (Jepson et al, 2007; Newschaffer, et al., 2007). Segundo Sivamaruthi et
al. (2020), a incidéncia de TEA aumentou abruptamente nas ultimas décadas,
principalmente entre irmdos nascidos em familias com o distdrbio, tendo um risco
aumentado de 50% maior de prevaléncia.

O TEA é um transtorno caracterizado por comprometimento
persistente na interacdo e reciprocidade social aliado a presenca de padréo restrito,
repetitivo e estereotipado de comportamentos, interesses ou atividades (DSM-5,
2013; Lord et al., 2018). Além desses sintomas principais, existem geralmente outros
distUrbios associados, tais como a ansiedade, a depresséo, os distlrbios do sono e
da alimentacdo, os problemas de déficit de atencdo, os acessos de raiva e
agressividade, além da propria automutilacdo (DSM-5, 2013) e desregulacdo do
sistema imunoldogico (Warren et al., 1996).

Sabe-se que no TEA, had comprometimento do desenvolvimento
neuronal, proliferacdo e migracao das células da glia e células nervosas (Fontes Dutra
et al., 2018), formacédo aumentada das fendas sinapticas, mielinizacdo de neurénios

e disfungbes no sistema glutamatérgico e serotoninérgico (Tanaka et al.,
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2018). Perturbacdes na fungdo motora, quando presentes, sdo geralmente visiveis

(Kemper, 1998).
O diagndstico precoce e as intervencdes terapéuticas em conjunto com

uma equipe interdisciplinar melhoram o prognostico do TEA (Masini et al., 2020).

1.2 Epidemiologia

A prevaléncia de TEA é quatro vezes mais frequente em individuos do
sexo masculino (Baio et al., 2018). Cerca de 20 a 37% dos casos apresentam epilepsia
como comorbidade associada (Yasuhara, 2010). Sua origem data na literatura médica
dos Estados Unidos e Europa em meados de 1940 (Wing et al.,, 2002), e sua
prevaléncia hipotética em meados de 1980 seria algo em torno de 5% apenas de
habitantes em todo o mundo (Gillberg et al., 1991).

Levando-se em consideracdo a elevada prevaléncia do TEA na
atualidade em oposicéo ao que se tinha na literatura desde entdo, temos cerca de 3%
das criancas s6 em algumas comunidades dos Estados Unidos (Baio et al.,2018)
e aproximadamente de 2 a 3% na populacado em geral do oriente, como a Coréia do
Sul (Kim et al., 2011).

Nos paises europeus, a Islandia possui um destaque de
aproximadamente 3,1% (Chiarotti e Venerosi, 2020). E na América Latina, como o
Brasil, encontra-se dois estudos na literatura atual, um em pequeno numero amostral
situado na regido de Atibaia/SP, com prevaléncia de aproximadamente 0,3% (Paula
et al., 2011), enquanto que o Estado de Santa Catarina em torno de 1,31% a cada
10.000 habitantes (Ferreira, 2008).

Criancas com TEA tém tendéncia a portar deficiéncia intelectual
segundo alguns estudos na literatura, com Coeficiente de Inteligéncia (QI) menor ou
igual a 70 (Chiarotti e Venerosi, 2020). Porém, Maenner et al. (2020) enfatiza que
apenas 30% aproximadamente possuem esta deficiéncia, sendo 24% em uma faixa

préxima a boderline QI entre 71-85 e 42% com um QI na faixa média ou superior

(QI>85).
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Segundo a ultima atualizacdo do DSM-5 (2013), a taxa de aumento na

incidéncia do TEA pode estar sendo associada a inclusdo de casos ainda subjetivos,
maior conscientizacao da populacéo local e no mundo, diferencas nas metodologias
do estudo e avaliacdes e comparacfes ou aumento real na frequéncia de casos.
Com esta nova compreensao da prevaléncia, as consequéncias sociais
e especificas do TEA comecam a ser amplamente direcionadas com o enfoque de
verdadeiras politicas publicas, como citado por Newschaffer et al. (2007), e importante
comecar a atrair o foco de pesquisadores no globo direcionando tempo e investimento

reais como uma patologia bastante emergente (Chiarotti e Venerosi, 2020).

1.3 Etiologia

Apesar de ser um transtorno prevalente, pouco se sabe a respeito das
causas e da fisiopatologia do TEA (Nestler et al., 2010). A partir de 2005, tecnologias
como sequenciamento de exoma inteiro e microarranjos tém permitido estudos de
todo o genoma, levando a diferentes variagdes nos numeros de copias, segmentos de
DNAs e variacdes de nucleotideos Unicos em pacientes com TEA (Masini et al., 2020).
Mais de 100 genes candidatos ja foram estudados nos Ultimos anos para associacao
com o TEA (Bacchelli et al., 2006), fato provavelmente justificado por mais de um terco
de todos os genes humanos serem expressos no tecido cerebral (Boguski et al.,
2004).
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Sabe-se que 50% dos casos de TEA séo atribuidos a defeitos no gene

e anormalidades cromossOmicas que levam ao comprometimento das conexdes
neuronais e amadurecimento do cérebro (An et al., 2018; Gandal et al., 2018).
Evidéncias revelam que mutagdes nos genes de novo, variantes raras e comuns, Sao
0s principais fatores genéticos que levam ao desenvolvimento do TEA (Sivamaruthi et
al., 2020). Estudos gendmicos revelam que os cromossomos 2q, 7q¢, 15q e 16p
representam genes suscetiveis ao TEA (Wisniowiecka-Kowalnik et al., 2019;
Sivamaruthi et al, 2020) e os genes EN2 (engrailed homeobox 2), envolvido nopadréo
de desenvolvimento do cerebelo, genes do sistema acido a-aminobutirico (GABA) e
genes do transportador de serotonina também estdo associados ao TEA (Campistol
et al., 2016).

Sugere-se que 0s genes mais afetados no TEA codificam para proteinas
envolvidas na remodelacdo da cromatina e regulagcdo da transcricao, proliferacao
celular, arquitetura e funcionalidade sinaptica (Hertz-Picciotto et al.,2018), e nestas
incluindo moléculas de adeséo celular, receptores e proteinas do citoesqueleto
(Masini, 2020).

Evidéncias mostraram que fatores ambientais, externos, estéo
associados a ocorréncia de TEA (Barbnio et al., 2015), como infec¢des virais e
microbianas (Wu et al., 2015); além de fatores internos como anticorpos maternos
(Bhagavathi et al., 2020), disparidades metabdlicas, diabetes (Wan et al., 2018), e/ou
historico familiar de doengas autoimunes — como 0s niveis séricos mais baixos de
zinco (Sanna et al., 2018), que desempenham um papel importante na regulacdo do
sistema imunolégico e um papel importante na formacédo do tubo neural (Masini et
al., 2020).

A hipoxia placentéria pode causar danos cerebrais relacionados a
disfuncdo da mielina (Monz et al., 2019), resultado do comprometimento dos
oligodendrdcitos ou inflamagéo envolvendo a microglia (van Tilborg et al., 2018).

Ainda ha a deficiéncia de micronutrientes, como a falta de vitaminas — C,
D e E (Srinivasan et al., 2009) e oligoelementos (cromo, magnésio e zinco) que
geralmente estdo presentes em desequilibrio em amostras como de cabelo e/ou
sangue, apresentando risco aumentado de redugcéo em pacientes com o transtorno

(Masini et al., 2020), além de consequentemente possuir o microbioma intestinal
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comprometido - influenciando principalmente a memdria e a aprendizagem

(Sivamaruthi et al., 2020). Por exemplo, a deficiéncia de magnésio pode ser um dos
agentes responsaveis pelo estresse oxidativo (Zheltova et al., 2016).

Segundo Lyall et al (2017), ha forte tendéncia de exposicao gestacional
a toxinas ambientais, como as idades paternas na formacdo de gametas induzindo a
metilacdo de seu DNA e formagéo do tubo neural do feto, além da mae geralmente
imunossuprimida ser ainda mais suscetivel a poluicdo, contaminantes e germes no ar.

Também ha a exposicdo de pesticidas - como os organofosforados e
piretrides ao longo da vida tanto infanto-juvenil quanto adulta, como na lavoura,
comprometendo principalmente as doencgas ocupacionais gerados por estes agentes
(Lyall et al., 2017).

O etilmercurio, muito usado como conservante (timerosal) em produtos
médicos como vacina, tem sido objeto de discusséo ja faz algum tempo (Newschaffer
et al., 2007), contribuindo para os niveis totais de mercurio no sangue (Parker et al.,
2004). No entanto, até o momento, ndo ha estudos que indiquem a relacdo deste
composto na etiologia do TEA (Carter-Pokras et al., 2020).

Alguns xenobidticos prescritos desde a década de 50 surgiram como
contribuintes para a interrupcao do fechamento do tubo neural no periodo gestacional
(Stromland et al., 1994), tais quais a talidomida - usada por muitos anos para dormir
e tratar a ansiedade e enjéos matinais em mulheres gravidas (Newschaffer et al.,
2007); o &cido valproico (VPA), antiepilético usado como estabilizador de humor no
transtorno bipolar e na esquizofrenia (Rasalam et al., 2005); e o misoprostol, analogo
da prostaglandina utilizado geralmente para induziro aborto médico, resultando em

dano aos nucleos dos nervos cranianos (Ornoy et al., 2016).
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Além de fatores ambientais e genéticos, outras condi¢des patoldgicas

como o estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial provavelmente estdo envolvidos
na patologia do TEA (Kumar et al., 2012). A ativacdo da micréglia (imunidade inata) e
a liberacéo de citocinas (adaptativa) oriundas da cascata inflamatéria (Shabab et al.,
2017), bem como aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs) e vias do
estresse oxidativo podem gerar danos mitocondriais (Bhat et al., 2015), levando a
morte celular no SNC (Fahkri et al., 2018).

Neste sentido, na Figura 1, esta descrito o ciclo da exposicdo pré-natal
como toxinas ambientais, desordem autoimune, drogas e infecgcbes gerando uma
disfungdo imunoldgica. Enquanto a exposi¢céo pos-natal esta relacionada ao estilo de
vida, deficiéncias/disfuncdo no metabolismo e drogas, gerando uma disbiose
intestinal, influenciada principalmente pela dieta, onde a suscetibilidade genética
somada a fatores ambientais induz a severidade no desenvolvimento do TEA (Masini
et al., 2020).
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Figura 1. Fatores genéticos e ambientais influenciando na severidade da patologia do TEA.
Desde a formag¢do do Ovulo fecundado, morula, blastula, géstrula, formacdo do tubo neural,
crescimento fetal e desenvolvimento do sistema nervoso, com a formagéo sinptica entre os neurénios,
maturacéo e funcionalidade (Fonte: Masini et al., 2020).

Nesse interim, a administracdo de substancias antioxidantes pode ter

um efeito neuroprotetor, ou mesmo terapéutico, para individuos susceptiveis ao TEA.

1.4 Diagndstico e Tratamento

Os critérios diagnosticos sdo observacionais baseados na historia-
clinica do paciente, pelo prontuario e anamnese (de acordo com o DSM-5, 2013), pois
ainda ndo ha um biomarcador para este transtorno (Kumar et al., 2012).

Segundo o préprio DSM-5 (2013), a autoridade médica propde
diferenciacdes no diagnéstico com base na comorbidade como a deficiéncia
intelectual, de linguagem, outro disturbio do neurodesenvolvimento, mental ou

comportamental, condicdo patologica ou genética e fatores ambientais. Ainda, na
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atualidade, ha dificuldades para a padronizacdo de exames de imagens para que

possam indicar alteracdes no diagnostico do TEA (Ospina et al., 2008).

Até o0 momento entdo, ndo existe tratamento eficaz para os sintomas
centrais do autismo (Eissa et al., 2018), apenas ha medicac¢des para diminuir seus
efeitos colaterais. A intervencgéo baseia-se no suporte multidisciplinar, cujos objetivos
sdo maximizar a independéncia funcional do individuo afetado e amenizar as
deficiéncias e o impacto promovido pelas diversas comorbidades existentes no TEA
(Volkmann et al., 1998; Lord et al., 2018).

Atualmente, os antipsicoticos atipicos risperidona e aripiprazol sdo os
anicos aprovados pela FDA (Orgdo Administrativo de alimentos e medicacfes nos
Estados Unidos da América) para melhorar os sintomas comportamentais associados
ao TEA (Matson et al., 2011).

Existem ainda vérias outras intervengfes farmacoldgicas, tais como
inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina (sertralina, citalopram, fluoxetina)
para ansiedade e comportamentos repetitivos, psicoestimulante (metilfenidato),
antagonista opioide (naltrexona) para hiperatividade, e antipsicéticos atipicos
(risperidona, olanzapina, clozapina) para distlrbios de raiva, agressividade ou
comportamento autoprejudicavel (Aman, 2004; Moore et al., 2004; Kumar et al., 2012).
No entanto, ainda ndo ha um medicamento que seja eficaz na reversdo do
comprometimento neurolégico (Paval, 2017).

Uma equipe interdisciplinar como neuropediatra, psiquiatra, terapeuta
ocupacional, nutricionista, fonoaudiologo, psicélogo, um professor especialista e um
assistente social sdo necessarios para um acompanhamento continuo (Karande,
2006). E interessante identificar e encaminhar criancas com TEA o mais cedo possivel
para Programas de Intervencdo Precoce para melhorar a sua qualidade de vida ao

longo dos anos (Kumar et al., 2012).
1.5 Fisiopatologia
A heterogeneidade das caracteristicas clinicas e comportamentais

individualizadas dos pacientes com diagnéstico de TEA reflete a dificuldade de

compreensao da fisiopatologia desse transtorno (Eissa et al., 2018).
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A fisiopatologia do TEA é igualmente complexa e diferentes vias

moleculares parecem estar afetadas. Uma recente hipétese indica que o TEA surge
como uma patologia onde ha um excesso de conexdes sinapticas e de circuitos
neuronais (Courchesne et al., 2007).

Além disso, evidéncias apontam niveis alterados de BDNF (fator
neurotréfico do cérebro) no sangue periférico (Connolly et al., 2006) de pacientes
autistas. Observou-se que estas proteinas estdo alteradas em diferentes modelos
comportamentais no TEA, e que tal fator estaria diretamente envolvido com a
plasticidade neural, onde atuariam como elementos-chave para as alteragdes sociais
e motoras observadas (Alo et al., 2021).

Hormoénios como a serotonina, ocitocina e melatonina tambémparecem
estar envolvidos na fisiopatologia do TEA. A serotonina tem se mostrado
consistentemente em concentracdes mais altas no sangue periférico de individuos
com o TEA (Newschaffer et al., 2007). A melatonina mostra-se diminuida em
individuos com TEA (Tordjman et al., 2005), enquanto a sua administracéo possibilitou
melhora no comportamento diurno em pacientes tratados com melatonina (Rossignol
et al., 2011). A ocitocina também se encontra significativamente reduzida no cérebro
de individuos com pacientes autistas (Yoon etal., 2020), podendo ser interpretada
como uma experiéncia diminuida de recompensa social em seus receptores
(Freeman et al., 2018).

Na Figura 2 estdo representados o0s envolvimentos de fatores
neuroquimicos como 0 acido gama-aminobutirico, a serotonina, a dopamina, o
glutamato, a histamina e a acetilcolina com moléculas-alvos em novas terapéuticas
na area de genética em pacientes com TEA, para pesquisa clinica e descoberta de

novos farmacos atenuantes na sua sintomatologia.
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Figura 2: Neurotransmissores glutamato, serotonina, dopamina, acido gama-aminobutirico,
acetilcolina e histamina, atuando com moléculas-alvos geralmente alteradas no TEA. Seus
potenciais mecanismos de acdo para minimizar a sintomatologia e possivel reversdo do transtorno do
espectro autista sob perspectiva genética, molecular e celular. Fonte: (Eissa et al., 2018).

O cérebro é um 6rgao que representa um dos principais metabolizadores
de oxigénio, concentrando grande quantidade de EROs em vérias regifes (Pangrazzi
et al., 2020).

Os radicais livres geralmente séo gerados na mitocéndria,principalmente
na cadeia respiratéria dentro da matriz mitocondrial (Chauhan et al., 2006). Apés a
respiracao celular e geracdo de ATP, trifosfato de adenosina, gerandoenergia nas
demais fun¢des do metabolismo celular (Serajee et al., 2006), devido a camada de
valéncia do oxigénio tornar-se mais reativa por fatores internos e/ou externos, sejam
eles genéticos e/ou ambientais (Chauhan et al., 2006).

Nesse contexto, evidéncias acerca do fendmeno conhecido como
estresse oxidativo e seu envolvimento na fisiopatologia do TEA tém ganhado forca.

O estresse oxidativo € uma importante via que conduz ao dano celular,
através do comprometimento da estrutura e a funcéo de proteinas, lipideos e o proprio
DNA (Lobo, 2010). ERO como o anion superoxido e peroxido de hidrogénio séo

altamente seletivos em suas rea¢cdes com moléculas bioldgicas (Ortiz et al., 2017).
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O estresse oxidativo celular leva a um ciclo vicioso que tende a disfuncéo

celular e desestabilizacdo de sua estrutura (Fahkri et al., 2018), culminando na
inducao de apoptose (morte programada) precoce, danificando ainda mais o tecido
nervoso cerebral (Karande et al., 2004).

Quanto aos antioxidantes, segundo Fontes-Dutra et al. (2018), sua
administracdo provoca efeitos interessantes na reversédo da etiologia e fisiopatologia
do TEA, com o intuito de explorar seus efeitos reversos de propriedades
antiinflamatorias e antioxidantes, como o caso do resveratrol administrado durante o
desenvolvimento embrionario em modelo animal de autismo.

Este estudo mostrou que animais do tipo autistas (indugdo por VPA)
apresentam prejuizo na sinalizacdo dos neurdnios sensoriais e alteracdo na
expressdo de proteinas de sinapses excitatorias e inibitorias, onde tais alteracdes
foram revertidas quanto ao quadro de Oxido-reducéo, se administrado resveratrol
durante a gestacado (Fontes-Dutra et al., 2018).

Em outro estudo, avaliado o efeito neuroprotetor de extrato de semente
de uva em modelo animal de autismo induzido por VPA, verificou-se uma melhora
significativa na atividade das enzimas catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD)
e glutationa peroxidase (GSH-Px) no hemisfério cerebelar. Os autores também
observaram uma notavel preservacgao das células de Purkinje presentes no cerebelo
(Arafat et al., 2019), regido que tem como fungdo controlar os movimentos voluntérios
do corpo, a postura, a aprendizagem motora, o equilibrio e o tbnus muscular,
provavelmente indicando uma forte participacdo das vias REDOX nafisiopatologia do
TEA.

Além disso, a geracdo de EROs e espécies reativas de nitrogénio
(ERNs) em excesso também influenciam e ativam outras vias importantes quepodem
levar & morte e dano celular, como a neuroinflamacao.

Entretanto, além de células microgliais ativadas, ha a presenca elevada
de citocinas pro-inflamatorias e anticorpos especificos do cérebro no liquido
cefalorraquidiano no soro, contribuindo para a desregulacéo imunolégica e dano ao
tecido (Bjorklund et al., 2016). Podemos citar o interferon-gama (IFN-y), interleucina-
lbeta (IL-1B), IL-6, IL-12p40, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e ligante de
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quimiocina CCL-2 (Kim et al., 2011) como moléculas presentes em larga escala como

marcadores biologicos da inflamacédo no sistema nervoso central.

Na Figura 3 estédo representados alguns mecanismos de formacéo de
EROs, estabilizando a sua formacao e tentando manter um equilibrio a nivel celular.
Neste sentido, o uso destes antiinflamatorios parece ser mais do que benéficos em
individuos com TEA. Enzimas como a superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT)
e a glutationa-peroxidase (GSH-Px) atuando com mecanismos enzimaticos para
conter o estresse oxidativo, gerado pelos radicais livres presentes principalmente em
lipideos, acidos nucleicos e proteinas; e enzimas ou outros nutrientes atuando em
mecanismos ndo-enzimaticos, como a glutationa (GSH) e a vitamina E, que
conseguem reverter o dano e o quadro de inflamacdo generalizada (Hafizi et al.,
2019).
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Nucléicos;
. Proteinas
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Figura 3: Homeostase REDOX, onde as quantidades de EROs s&o determinadas para equilibrar
a sua producdo e remocdo, gerando respostas adaptativas em sistemas antioxidantes. Alvos
EROs: lipideos, proteinas e acidos nucleicos, provavelmente aumentando o dano oxidativo, sendo
estabilizados por moléculas de protecdo como antioxidantes por mecanismos enzimaticos e nao-
enzimaticos a nivel celular e molecular (Fonte: ORTIZ et al., 2017).
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Estudos em seres humanos apresentam diversas limitacfes. Métodos

de investigacao neurofisiolégicos utilizando eletroencefalografia ou
magnetoencefalografia oferecem apenas dados indiretos e inespecificos acerca do
equilibrio excitatorio e inibitério do SNC (Yasuhara et al., 2010).

A escolha do modelo experimental pode influenciar no acompanhamento
do ciclo de vida mais sensato, onde se acompanha todo o ciclo evolutivo de uma forma
mais rapida e detalhada, por ser bastante semelhante ao sistema fisiolégico humano.
A utilizacdo de um modelo animal entdo torna acessivel o estudo das alteracdes
comportamentais encontradas no TEA, sua relagdo com a exposicdo pré-natal a
intoxicantes e agentes ambientais permitindo o estudo direto dos mecanismos
bioquimicos relacionados ao inicio, desenvolvimento e manutencdodo TEA, refletindo
aspectos-chave dos sintomas humanos e respondendo a farmacoterapias
operacionais em doencas humanas (Chadman et al., 2009).

A exposicdo prematura ao VPA entdo resulta em uma maturacao
retardada do SNC na ninhada (Roullet et al., 2013), mesmo que nao sé a nivel de
estresse oxidativo. A exposi¢cdo pré-natal de animais ao VPA (principalmente
roedores) € amplamente usada em modelos experimentais no desenvolvimento
neuronal e mecanismos moleculares subjacentes ao TEA (Eissa et al., 2018).

Muitos estudos mostraram que a exposicdo ao VPA estd associada a
um risco aumentado de defeitos do tubo neural e déficits de neurodesenvolvimento,
tal como o bloqueio nas bombas de sddio/potassio e canais dependentes de voltagem

no tecido cerebral (Johannessen et al., 2003).

1.6 Nanoparticulas de Ouro (GNPs)

Como mencionado, ainda ndo existem intervencdes terapéuticas
farmacoldgicas eficientes que visem reverter 0s principais sintomas do TEA (Xu et al.,
2018). Como alternativa, surgiu a possibilidade de utilizacdo da nanomedicina com
nanoagregados biocompativeis e biodegradaveis com o intuito de direcionar a
farmacocinética, as vias de administracdo e a biodisponibilidade de seus farmacos

para facilitar estudos e funcionar como carreadores sozinhos ou acompanhados
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para atravessar a barreira hematoencefalica e poder tanto servir como diagndstico

ou tratamento em si (Wu et al., 2018).

Acredita-se que as GNPs sejam totalmente inertes, ou seja, sem efeitos
adversos no organismo (Sadaukas et al., 2007). O potencial promissor da
nanotecnologia aumentou o interesse em investigar a atividade no TEA com valor
antioxidativo das nanoparticulas de ouro, prata ou cobre nas doencas
neurodegenerativas (Selim et al., 2015), além de provavel resposta antiinflamatéria
(Muller et al., 2017).

As GNPs tém sido utilizadas como tratamento preventivo em alguns
eventos patolégicos no cérebro, preservando a funcdo cognitiva, tais como no
Parkinson e Alzheimer (Muller et al., 2017), agindo principalmente sobre as citocinas
pré-inflamatérias (TNF-a e a IL-1B) no sistema nervoso (Jeon et al., 2003).

As GNPs diminuem a inflamacé&o a nivel neuronal, e consequentemente
reduz o estresse oxidativo e dano celular a nivel molecular e celular (Tramontin et al.,
2020). Consequentemente as GNPs diminuem efeitos comportamentais segundo
Muller et al. (2017), como os avaliados no estudo, em modelo animal de ratos Wistar,
induzidos por VPA para simular os sintomas do TEA.

1.7 Curcumina

A curcumina, chamada popularmente como acafrdo-da-terra, bastante
comum em na culinaria atual, vem sendo estudada por muitos anos e vem ganhando
representatividade por seus potenciais efeitos sobre o estresse oxidativo, cancer,
diabetes e doencas inflamatdrias, neurodegenerativas e cardiometabdlicas (Al-Askar
etal., 2017). A curcumina pode atravessar a barreira hematoencefalica e ndo € tdxica
em altas doses (Aggarwal et al., 2009).

A curcumina também vem demonstrando grande capacidade
antioxidante e antiinflamatéria, onde modelos apresentam reducdo nos niveis de
citocinas pro-inflamatorias e reversdo no quadro de estresse oxidativo quando
tratados com esta substancia (Jacob et al., 2013).

O conhecimento sobre a etiologia e o tratamento para o TEA ainda séo

incipientes e limitados, muito pouco se sabe sobre a fisiopatologia e as possiveis
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terapias para o TEA. Neste sentido, este estudo avaliou os efeitos neuroprotetores

oriundos do tratamento com as GNPs e curcumina, notando efeitos e resultados
favoraveis a diminuicdo neuroinflamatoéria do autismo, apresentando provavelmente
um efeito promissor, menos invasivo e podendo ser utilizado, inclusive, sozinho ou
concomitante com outras medicac¢des potencializando ou inibindo 0 seu mecanismo
de acao (Carneiro et al., 2016).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito das GNPs reduzidas
com curcumina no modelo experimental de TEA induzido por acido valproico (VPA)
em ratos Wistar nos parametros comportamentais e de estresse oxidativo, avaliando
seu efeito neuroprotetor na reducao da inflamacéo no TEA, diminuindo o danocelular
e mitocondrial, com efeito antioxidante. Considerando-se as limitacdes das
tecnologias ndo invasivas para estudar o cérebro humano, os modelos animais sao
ferramentas fundamentais para aprofundar o entendimento dos fendmenos
neurobiologicos.

Além disso, permite que outros estudos sejam realizados e reproduzidos
em outros laboratorios, do ponto de vista cientifico, para melhor compreender a
complexa fisiopatologia do TEA e disponibilize alternativas e novas possibilidades

terapéuticas futuras.



28
2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliado os efeitos do tratamento com GNPs reduzidas com CUR em um

modelo experimental de TEA induzido por VPA em ratos Wistar.

2.2 Objetivos Especificos

Verificar o peso da prole nos dias 9, 17 e 25 pds-natal (PN), bem como o
registro do abrir dos olhos nos dias 12 a 16 PN como indicadores dedesenvolvimento
e crescimento;

Avaliar o neurodesenvolvimento no 15° dia PN, pela técnica de Geotaxia
Negativa, verificando se houve atraso no amadurecimento do SNC através do controle
do centro gravitacional;

Avaliar o comportamento do tipo autista nos dias 28, 29, 30 e 31 PN,
através do teste das trés camaras, teste de campo aberto e o labirinto em cruz

elevado.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Principios Eticos

Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais foram
realizados de acordo com as recomendacdes internacionais de ética e pesquisa
para o cuidado e o uso de animais de laboratério, além das recomendacfes da
Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento para cuidados com animais.
Este estudo teve aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) sob niumero de protocolo 12/2021

(Anexo).

3.2 Desenho Experimental

3.2.1 Fase Experimental |

Quarenta e duas ratas Wistar foram acasaladas com 21 ratos machos no
total. Essas fémeas foram colocadas em caixas contendo 0s respectivos machos em
uma proporc¢do de 2 fémeas para cada 1 macho (2:1) ao final de um periodo de vigilia.

Essas fémeas, agora denominadas matrizes, foram divididas em dois
grupos (16 animais em cada) e alocadas em caixas individuais durante todo o periodo
gestacional.

No 12° dia de gestacdo, as matrizes receberam:

I) administracdo intraperitonial (i.p.) em dose Unica de 500 mg/kg de VPA
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO) dissolvido em soluc¢éo salina a 0,9%, pH 7,4; e

II) injecé@o de salina a 0,9%, pH 7,4, i.p. (SAL).
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3.2.2 Fase Experimental Il

Apds o0 nascimento, as proles de 6 dias de vida, advindas dos grupos de
matrizes expostas ao VPA e advindos dos grupos de matrizes expostas a solucéo
salina foram subdivididos em 06 grupos: 1) animais que receberam salina 0,9% na
gestacéo e receberam novamente salina 0,9% via i.p. no periodo pés-natal; 2)animais
gue receberam salina 0,9% na gestacéo e receberam curcumina (1 mg/kg) via i.p. no
periodo pds-natal; 3) animais que receberam salina 0,9% na gestacao e receberam
curcumina (1 mg/kg) e GNPs (2,5 mg/kg) via i.p. no periodo pds-natal; 4)animais que
receberam VPA (500 mg/kg) na gestacéo e receberam salina 0,9% via
i.p. no periodo pos-natal; 5) animais que receberam VPA (500 mg/kg) na gestacéo e
receberam curcumina (1 mg/kg) via i.p. no periodo pdés-natal; e 6) animais que
receberam VPA (500 mg/kg) na gestacao e receberam curcumina (1 mg/kg) e GNPs
(2,5 mg/kg) via i.p. no periodo pds-natal.

Sendo assim, ao final, considerando o tratamento pré-natal com VPA, e
pos-natal com GNPs e curcumina, a distribuicdo dos animais ficou em 6 grupos:

Os testes comportamentais para avaliar o comportamento do tipo autista
foram realizados nos dias 28, 29, 30 e 31 PN, através da avaliacdo de peso e testes
de geotaxia negativa, avaliando o neurodesenvolvimento e crescimento, testes de
interacdo social, como o de trés camaras, o de labirinto em cruz elevada, avaliando
a ansiedade e comportamento de risco, e o de campo aberto, avaliando a atividade
exploratéria e neurodesenvolvimento.

Os testes foram divididos conformes os grupos de salina, nanoparticula
de ouro e/ou curcumina, sozinhos ou concomitantes, com sentido de farmacos
adjuvantes. Todos os testes foram realizados com o0s mesmos ratos. Foram
distribuidos desde a idade gestacional, induzidos por VAP, com o intuito de
desenvolver o transtorno do espectro autista, comparados com um grupo controle
até a idade pré-adolescente, com o intuito de melhor classificar a hiptese dereversao
dos sintomas e desenvolvimento adequado do SNC, idade mais propicia a inverter os

danos predispostos a pacientes com este quadro clinico.
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3.3 Testes Comportamentais

3.3.1 Teste de Geotaxia Negativa

Um teste que consiste em colocar o modelo experimental de cabeca para
baixo, em uma rampa geralmente de 45°, e verificar o tempo de retorno postural a
no minimo 180° (Staubli e Houston, 1979).

Geralmente € um teste muito utilizado para verificar a maturacdo do
neurodesenvolvimento apdés o nascimento comparado com um grupo controle,
normotipico. Concomitantemente, verificado também o “abrir dos olhos” da ninhada
presente e peso, complementando a avaliacdo do SNC e Autébnomo, além do
crescimento e desenvolvimento funcional (Staubli e Houston, 1979).

No 15° PN, os animais dos 8 grupos foram colocados em uma rampa com
45° de inclinacdo, com a cabeca direcionada para baixo. Registrado o tempo que cada
animal levou para virar-se para a posicao oposta, ou seja, com a cabeca voltada para

cima, como na Figura 4.

0 sec 10 sec 20 sec

Figura 4: Teste de Geotaxia Negativa. Animais sdo colocados de cabeca para baixo, em uma
rampa inclinada sob o angulo de 45° e registrado o tempo que leva para girar em torno de 180°,
avaliando o atraso no neurodesenvolvimento dos filhotes, no 15° dia pds-natal (Fonte:El-Khodor et al.,
2008).

Os animais que nao apresentaram reflexo na primeira tentativa foram
testados mais duas vezes.
A ocorréncia de reflexo na primeira, segunda ou terceira tentativa também

foram registrados em uma planilha (Staubli e Houston, 1979).
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3.3.2 Teste das Trés Camaras

No 28° dia PN, os ratos foram submetidos ao teste de interacao social.

O teste consta na tendéncia natural que os modelos experimentais tém de
investigar semelhantes considerados desconhecidos, seja na primeira fase do teste,
onde tem-se um teste de adaptacdo com as camaras vazias; insercdo de uma
cobaia similar para testar a experiéncia do novo, sociabilidade; e, por ultimo, insercéo
de uma nova cobaia, na camara diametralmente oposta, para avaliar sua conduta no
guesito de interacdo e preferéncia social (Nadler et al., 2004).

Neste experimento, os animais foram levados individualmente a interagir
com outro animal desconhecido do mesmo sexo em uma caixa de acrilico
(60x60x30cm). A analise consistiu na quantificacdo do tempo de interacdo do modelo
experimental abrangendo os episédios de “grooming” (autolimpeza), cheirar, seguir,
chutar, socar, montar ou permitir a monta.

Os ratos foram pareados e inseridos na area de testes por 10 minutos, vide
Figura 5 (Nadler et al., 2004).
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Figura 5: Teste das Trés Camaras consiste em uma habituacdo do rato em que se quer testar a
interacéo social com as camaras vazias. Colocando-se um novo rato como objeto novo, verifica-se
a sociabilidade; colocando-se dois ratinhos, um novo e o ja conhecido, na 32 fase do teste, verifica-se
a preferéncia pelo novo (Fonte: Ugo Basile, 2022).

3.3.3 Teste do Labirinto de Cruz Elevada

Nos 30 e 31° dia PN, os ratos foram submetidos ao teste para medir o
comportamento do tipo ansioso e predisposicdo ao risco eminente em roedores.

Conforme o préprio nome sugere, o teste consiste em colocar o animal
em um labirinto elevado do solo. Este aparato é formado por dois bracos fechados por
paredes e dois abertos, sendo analisada a frequéncia de entradas do animal em cada
braco e o tempo gasto em cada tipo de braco. Outros comportamentos, incluindo
deslocamentos, levantar-se e esticar-se, também foram analisados.

O animal explora os dois tipos de braco, mas geralmente entra mais e
permanece mais tempo nos bracos fechados. Considera-se a porcentagem da
preferéncia (entradas e tempo gasto) pelos bracos abertos ou pelos fechados como

uma estimativa do comportamento do tipo ansioso: quanto mais evidente for este



34
comportamento, menor a porcentagem de entradas nos bragos abertos e o tempo

gasto nos mesmos (Handley e Mithani, 1984; Pellow e File, 1986; Morato, 2006).

Figura 6: Teste do Labirinto de Cruz Elevada. O teste consiste em colocar o modelo experimental
no centro do labirinto e avaliar a sua frequéncia e nimero de cruzamentos entre os bragos abertos e
fechados (Fonte: Tayman et al. 2016).

3.3.4 Teste de Campo Aberto

No teste de Campo Aberto o0 modelo experimental é colocado em uma
camara e avaliado a locomocéao e exploragdo, além da ansiedade, avaliados durante
5 minutos (Figura 7).

Neste teste, realizado no 29° dia PN, os padrbes comportamentais
observados sdo: frequéncia de cruzamentos de linhas (com as quatro patas), entradas
do quadrado central, duracdo da praga central, frequéncia em que se
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posiciona nas patas traseiras, alongamento para frente da cabeca e ombros e

defeccédo e miccao (Hall e Ballachey, 1932).

€
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Figura 7: Teste de Campo Aberto. O animal é colocado em um canto da cAmara e passa a observar-
se, dentro de um tempo padronizado, a locomocao (niumero de cruzamentos) e atividade exploratéria
(levantadas das patas dianteiras) deste (Fonte: Noldus, 2022).

3.4 Andlise Estatistica

As andlises estatisticas e a construcdo dos graficos foram realizadas
no programa Graphpad versdo 7.0. Para as comparacdes entre os grupos foram
primeriamente realizados os testes de normalidade de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-
Smirnov. Neste sentido foi realizada a analise de variancia ANOVA de uma via,
seguido do teste post hoc de Tukey, quando apropriado. Os valores foram

considerados significativos quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

Os animais foram monitorados quanto ao ganho de peso ao longo dos 30
dias de experimento. A figura 8A, apresenta o ganho de peso nos dias experimentais
PN 6, 8, 10, 12, 19 e 26. Todos 0s grupos tiveram o ganho de peso normal, sem
diferencas significativas entre os grupos. Como se pode observar na figura 8B que
representa a média geral de peso de cada grupo, observa-se que o grupo de VPA+SAL
e VPA+CUR tiveram uma média um pouco mais baixo quando comparado ao grupo

controle, porém ndo de modo significativo.
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Figura 8: Peso dos animais ao longo do periodo de tratamento. (A) Média dos dados coletados nos
dias pos-natal 6, 8, 10, 12, 19 e 26. (B) Média absoluta de todas as amostragens. Dados expressos como
média + desvio padrdo. Os resultados foram avaliados com a ANOVA de uma via (n=9-13).
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O teste de geotaxia negativa avalia o neurodesenvolvimento dos

animais, a capacidade de perceber a inclinacdo do ambiente e se virar para a
inclinacdo positiva. Como mostrado na figura 9, ndo houve diferenca significativa
entre 0S grupos, no entanto observou-se uma sutil piora na performance do grupo

VPA+SAL quando comparado ao grupo controle.
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Figura 9: Geotaxia. Tempo em segundo para se virar de um aparato com inclinacéo de 45°. Dados
expressos como meédia * desvio padrdo. Os resultados foram avaliados com a ANOVA de uma via
(n=10-13).

Com relacédo atividade locomotora, Figura 10, avaliada pelo teste de campo
aberto, ndo houve diferenga significativa no niumero de cruzamentos (Figura 10A) e
no namero de levantadas (Figura 10B), quando comparado com o grupo controle e com

0S outros grupos.
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Figura 10: Teste do Campo aberto. (A) nimero de cruzamentos e (B) nimero de levantadas. Dados
expressos como média * desvio padrao. Os resultados foram avaliados com a ANOVA de uma via
(n=9-12).
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Na figura 11, estdo apresentados os dados do teste de labirinto em cruz

elevada que avalia parametros relacionados a ansiedade. Houve um aumento
significativo no grupo VPA+CUR quando comparado ao grupo VPA+ SAL (p<0,05), no
parametro de frequéncia no braco aberto (11A), que corresponde ao nimero de vezes
de entrada no bracgo aberto. No entanto, quando se observa o tempo total de
permanéncia no braco aberto, ndo houve diferencas significativas (12B). Indicando
gue os animais do grupo VPA+CUR tende a ir com frequéncia para o braco aberto,
mas nao permanecem neste por muito tempo. Com relacdo a frequéncia (12C) e
tempo total no braco fechado (12D), ndo houveram diferengas significativas. Por fim,
no parametro de tempo total no centro (12F) houve um aumento significativo do grupo
VPA+SAL quando comparado ao grupo controle (p<0,05), mas ndo no namero de

entradas no centro (12E).
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Figura 11: Teste Labirinto em Cruz Elevada. (A) Frequéncia no braco aberto, (B) Tempo total no braco
aberto, (C) Frequéncia no braco fechado, (D) Tempo total no brago fechado, (E) Frequéncia Centro, (F)
Tempo total no centro, (n=10-13). Os resultados foram avaliados com a ANOVA de uma via,seguido pelo
teste post hoc de Tukey. *p<0,05 comparado com o grupo SAL+SAL, #p<0,05 comparadocom o grupo
VPA+SAL.
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A figura 12, apresenta os dados do teste das trés camaras, que avalia a
sociabilidade e interesse em novidade social em modelos de roedores de distarbios
do SNC. Neste teste, os roedores normalmente preferem passar mais tempo com
outro roedor (sociabilidade) e interagem com um novo rato no ambiente mais do que
um ja explorado, “familiar” (novidade social). Com base nessas premissas, este teste
pode ajudar a identificar roedores com déficits de sociabilidade e/ou novidade social.
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seguido pelo teste post hoc de Tukey. Dados expressos como média tdesvio padrdo.*p<0,05
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comparado com o grupo SAL+SAL, **p<0,01 comparado com o grupo SAL+SAL, #p<0,05

comparado com o grupo VPA+SAL.

Com relacdo aos dados de sociabilidade, onde a referéncia para interagdes € o
rato 1, foi verificado o tempo que o animal levou para ter o seu primeiro encontro com
o rato 1 (Figural2A), neste parametro houve um aumento significativo no tempo do
grupo VPA+SAL quando comparado ao grupo SAL+SAL. Este dado evidencia que o
modelo funcionou, pois 0os animais VPA expostos levaram mais tempo para interagir
com um rato novo. Além disso, foi observado uma tendéncia a uma reducdo neste
tempo (p=0,07) no grupo VPA+GNP+CUR, quando comparado ao grupo VPA+SAL,
sugerindo que o tratamento com GNP+CUR protege os animais deste efeito do VPA.
Quanto ao numero de encontros do rato teste com o rato 1 (Figura 12B) ndo houve
diferenca significativa. No entanto, quando analisamos o tempo total do animal teste
com o rato 1 (Figura 12C), notou-se um aumento significativo do grupo CUR +VPA
(p<0,05) quando comparado ao grupo VPA+SAL, evidenciando que o tratamento com
curcumina melhora esse parametro nos ratos VPA-expostos. Na analise do tempo total
gue o animal teste permanece na camara esquerda (Figura 12D), a camara que
abrigava o rato 1, ndo houve alteragdes significativas entre os grupos.

Com relacdo aos dados de preferéncia social, avaliado pelas interacdes com o
rato 2, pode-se observar que no parametro que avalia a laténcia para primeiro encontro
com o rato 2 (Figura 12E) houve reducéo significativa no grupo VPA+CUR quando
comparado ao grupo VPA+SAL (p<0,05), e o tratamento com CUR reverteu
significativamente este parametro (p<0,05). Importante notar que em diversos
parametros comportamentais, inclusive neste, os grupos tratados com GNP sozinho ou
em associacdo apresentaram uma um tempo medio de laténcia semelhante ao grupo
controle SAL+SAL, apesar de nao haver diferenca significativa, parece haver uma

reversao parcial do efeito do VPA nestes grupos também.

Quando se analisou 0 numero de encontros com o rato 2 (Figura 12F), houve
uma tendéncia a reducao no numero de encontros (p=0,07) no grupo VPA+SAL quando
comparado ao grupo SAL+SAL, evidenciando mais uma vez a validade no modelo de

autismo induzido por VPA. Fato semelhante foi observado no tempo total
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com o rato 2 (Figura 12G) com uma reducéo significativa no grupo VPA+SAL

(p<0,05) quando comparado ao grupo SAL+SAL. Além disso, interessantemente,

houve reducéo significativa no grupo SAL+GNP+CUR (p<0,05) quando comparado ao
grupo SAL+SAL. Finalmente, no parametro sobre o tempo na camara direita (Figura
12H42), como esperado houve uma reducao significativa no grupo VPA+SAL (p<0,01)
guando comparado ao grupo SAL+SAL, evidenciando o comprometimento na

preferéncia social nos animais VPA-expostos. Também houve reducao significativa no
grupo SAL+GNP+CUR (p<0,01) quando comparado ao grupo SAL+SAL,
evidenciando que em ratos saudaveis a combinacdo GNP+CUR pode comprometer a

performance na preferéncia social.
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5 DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo investigar o efeito terapéutico da CUR e da
GNP+CUR na reversao do comportamento tipo autista de ratos expostos ao VPA. O
modelo animal de TEA utilizado é baseado na exposi¢cado de ratas prenhes no 12° dia
de gestacdo a uma elevada dose Unica de 500 mg/kg de VPA. Desta maneira, a prole
gerada apresenta sinais e sintomas tipo autismo (Schneider e Przewtocki, 2005). As
GNPs + CUR e a CUR (2,5 mg/kg) foram administradas 1x ao dia, durante 3 dias (dia
PN 6, 7 e 8), via i.p. (Khlebtsov e Dykman, 2010). Os parametros comportamentais dos
animais que receberam a administracdo de GNPs, curcumina e salina foram avaliados
nos dias 28, 29, 30 e 31 PN. A partir do presente estudo, observou-se que otratamento
com CUR e GNP + CUR melhorou a sociabilidade e a preferéncia social em ratos,
parametros estes afetados no modelo animal de autismo.

Outros estudos que a avaliaram os efeitos terapéuticos e toxicologicos da
CUR, nédo encontraram efeitos deletérios em modelos experimentais em relacdo a
testes comportamentais (Zhong et al. 2020), e segundo Chhavi et al. (2014), a CUR
chega a reverter os efeitos neurodegenerativos, com o aumento significativo nas
células neuronais viaveis, promovendo neuroprotecdo no organismo.

A CUR, um polifenol ndo toxico de ocorréncia natural, foi recentemente
proposta para o tratamento de doencgas neurodegenerativas e neurologicas (Meo et al.,
2019). A nivel molecular, a CUR atua no controle da agregacéo de proteinas mal
dobradas, também mantém a homeostase do sistema inflamat6rio, aumenta a
depuracéo de agregados téxicos do cérebro, elimina os radicais livres, quela o ferro e
induz a producéo de antioxidantes (Jacob et al., 2013; Mansuri et al., 2014; Hu et al.,
2015).

A CUR como tratamento neuropsiquiatrico apresenta potencial para
melhorar os distlrbios fisiol6gicos comumente associados a diversos transtornos
neuropsiquiatricos (Lopresti, 2017). Em particular, desequilibrios monoaminérgicos
(associados a serotonina, dopamina, noradrenalina e glutamato), distarbios do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), estresse oxidativo e nitrosativo, inflamacao

desregulada, distarbios mitocondriais e neuroprogressdo tém sido comumente
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implicados no transtorno depressivo maior (Leonard e Maes, 2012), transtorno

bipolar (Anderson e Maes, 2015), varios transtornos de ansiedade (Furtado e
Katzman, 2015), esquizofrenia (Davis et al., 2014) e autismo (Rossignol e Frye, 2014).

O estudo de Bhandari e Kuhad (2015) avaliou os efeitos da CUR oral
administradas por 4 semanas em um modelo animal de TEA induzido com acido
propandico. Eles observaram que altas doses de CUR (50, 100 e 200mg/kg) recuperou
de forma significativa e dose-dependente varias alteracdes induzidas pelo modelo
animal, incluindo interacdes sociais, comportamentos repetitivos, ansiedade e
comportamentos do tipo-depressivo. A CUR também reduziu o estresse oxidativo e
nitrosativo induzido pelo acido propandico, disfuncédo mitocondrial, niveis de TNF-a e
niveis de metaloproteinase da matriz.

No entanto, existem estudos divergentes entre as atividades farmacoldgicas
documentadas na literatura a respeito da CUR, que parece possuir in vivo e in vitro
baixa solubilidade aquosa, biodisponibilidade e perfis farmacocinéticos, resultando em
limitacdes sob qualquer efeito terapéutico (Lopresti, 2017). Neste sentido, neste projeto,
idealizou-se potencializar os efeitos da CUR utilizando o nanoencapsulamento destas
em GNPs. Devido ao seu pequeno tamanho, as nanoparticulas podem interagir com
sistemas bioldégicos em nivel molecular, com alto grau de especificidade espacial e
temporal. Elas podem penetrar na barreira hematoencefélica e fornecer agentes
terapéuticos especificos, sondas ou materiais bioldgicos para células e tecidos alvo
(Shilo et al.,, 2013). O uso de GNP projetadas em neurociéncia aumentou
consideravelmente na ultima década. GNPs podem ser facilmente bioconjugados para
direcionamento especifico de células (Wang e Guo, 2016).

A integracdo de GNPs na pesquisa neuroldgica tem o potencial de encontrar
novas estratégias para doencas que atualmente ndo séo trataveis. Essa perspectiva
surge de suas propriedades Unicas, incluindo resposta Optica, estabilidade quimica e
fisica, toxicidade relativamente baixa e ampla gama de possiveis ferramentas de
superficie funcionando como um carreador para outrosfarmacos em atingir suas

moléculas-alvo (Cheng et al., 2016).
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Interessantemente, neste protocolo, a presenca de GNP nao

otimizou a performance dos animais nos testes comportamentais, sugerindo que o
nanoencapsulamento da CUR com GNPs n&o potencializou os efeitos terapéuticos
desta nos testes comportamentais em um modelo animal de autismo.

Varios estudos indicaram que pequenas nanoparticulas podem passar pelo
BHE. No entanto, nanoparticulas muito pequenas sao vulneraveis a excrecao renal e
a depuracéao dos tecidos-alvo. Ao contrario, nanoparticulas de tamanhos maiores (=20
nm) podem passar pela barreira hematoencefalica (BHE), mas nanoparticulas maiores
(> 200 nm) podem ser suscetiveis a absor¢do por outros érgaos (Jo et al., 2015).

O atraso no desenvolvimento em neonatos submetidos ao VPA, indutor de
autismo no modelo experimental de ratos Wistar, é relatado em muitos estudosclinicos,
como atraso no peso corporal e abertura dos olhos (Ruehla et al, 2019). Neste sentido,
0 peso dos animais ao longo do estudo foi monitorado. Apesar de nao ter sido
observada diferenca significativa, observou-se que o grupo exposto ao VPA, tanto no
VPA+SAL quanto no VPA+CUR, apresentam uma média de peso inferior, quando
comparado ao grupo controle. O mesmo aconteceu no parametro da geotaxia, onde
apesar de ndo haver diferenca significativa, houve um atraso consideravel no grupo
VPA+SAL, o que corrobora com o estudo de Ruehla et al. (2019), caracterizado
principalmente como atraso no neurodesenvolvimento e reflexo tardio nas respostas
locomotoras.

A literatura aponta que o modelo animal de TEA induzido por VPA apresenta
algumas alteracbes comportamentais tipicas como hiperatividade locomotora e
repetitiva/semelhante a estereotipia combinada com menor atividade exploratéria, e
diminuicdo do numero de comportamentos sociais e aumento da laténcia para
comportamentos sociais. Tais aberragdes comportamentais costumam aparecer antes
puberdade (Schneider e Przewtocki, 2005).

Em relacédo ao teste de campo aberto, ndo houve diferenca significativa entre
0s parametros avaliados no quesito cruzamento de linhas (carater locomotor e
levantamentos das patas dianteiras (carater exploratorio) do modelo estudado. O
estudo de Ledo et al. (2021) utilizando somente camundongas fémeas, expostas ao
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VPA in utero, encontrou maior locomoc¢éo e comportamento exploratério que o

grupo controle, bem como alteracées nos parametros observados no labirinto em cruz
elevado. No entanto, a ndo alteracdo em parametros locomotores € importante pois
representa certa confortabilidade pelo menos em relacéo a interpretacdo dos demais
experimentos, onde € certo que nao foi obtido problemas com sua locomocdo, algo que
poderia prejudicar as analises posteriores de outros testes comportamentais.

O labirinto em cruz elevado avalia o nivel de ansiedade de um rato
examinando sua escolha de explorar os bragcos abertos expostos, contra os bragos
fechados e mais seguros. Com excec¢éo, do tempo total no centro, onde houve um
aumento neste parametro no grupo VPA+SAL, a exposicdo a CUR ou GNP+CUR néo
alteraram de modo significativo os parametros de tempo nos bracos abertos e
fechados, em animais normais e VPA-expostos. Todos os parametros do teste, juntos,
revelam os niveis de ansiedade dos animais.

De modo diferente, Kinjo et al. (2019), observou que os animais submetidos
ao modelo de autismo tendem a permanecer mais tempo nos bracos abertos,
detectando, também segundo Mohammadi et al. (2020), um aumento na locomocéo e
atividade exploratoria relatado como comportamento ansioso em animais expostos ao
VPA durante a gestacao.

O TEA estd associado a déficits na reciprocidade socioemocional,
comunicacdo social e interacdo social em varios contextos. Notavelmente, varias
regides cerebrais afetadas no TEA também demonstraram estar envolvidas na tomada
de decisbes. As teorias neurobioldgicas do TEA enfatizam anormalidades funcionais na
amigdala, cortex pré-frontal, sulco temporal superior e giro fusiforme. Juntas, essas
regides sao consideradas como o “cérebro social” (Baron-Cohen et al., 2000; Brothers,
1996; Schultz et al., 2000).

Em comparacdo com o grupo controle, os ratos VPA demonstraram
diminuicdo do numero de comportamentos sociais e aumento da laténcia aos
comportamentos sociais, evidenciando que o modelo animal de autismo utilizado
reproduziu o principal comportamento tipo-autista em modelos animais, o0
comprometimento na sociabilidade (Rein et al., 2020; Bronzuoli et al., 2018). Em

comparacao com o grupo controle, os ratos VPA demonstraram diminuicdo do numero
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de comportamentos sociais e aumento da laténcia aos comportamentos

sociais, evidenciando que o modelo animal de autismo utilizado reproduziu o principal
comportamento tipo-autista em modelos animais, 0 comprometimento na
sociabilidade (Rein et al., 2020; Bronzuoli et al., 2018). Observou-se também,
tendéncia a uma diminuigdo significativa no grupo VPA+GNP+CUR quando
comparado ao grupo VPA+SAL, evidenciando que o tratamento com GNP e CUR,
dois antioxidantes em conjunto, GNP+CUR, protegem o0s animais deste efeito,
funcionando como neuroprotetores, provavelmente por suas atividades antioxidantes
e antiinflamatdrias, agindo a nivel celular e molecular.

De modo geral, apesar de a andlise estatistica ndo evidenciar diferencas
significativas, em todos os tratamentos, a presenca de CUR sozinha ou associada a
GNP parece reverter o comprometimento social dos ratos expostos ao VPA. O que
também foi comprovado nos estudos de Zhong et al. (2020), com modelos
experimentais tratados com CUR testando a melhora no convivio e preferéncia social.
Futuras andlises bioquimicas nos tecidos cerebrais dos ratos poderédo revelar os

mecanismos de tais efeitos observados no comportamento.



) 50
6 CONCLUSAO

Os achados sdo compativeis aos resultados relatados por outros estudos, com
curcumina e GNP. Demonstraram que a exposi¢ao ao VPA, indutor de comportamento
tipo-autismo em um modelo experimental de ratos Wistars, durante odesenvolvimento,
alterou o resultado nos testes comportamentais.

A curcumina e nanoparticula de ouro aparecem com o intuito de amenizar os
sintomas do TEA, atuando como um conhecido e enaltecido agente oxidante, com
efeito antagonista progressivo contra efeitos deletérios no sistema Oxido-reducéo e
cascata de estresse oxidativo no organismo. Assim, a suplementacédo de curcumina e
nanoparticulas de ouro aparecem com efeitos benéficos nas melhoras do deficit social
induzidos por VPA.

A partir do aqui exposto, sugere-se avaliar outros parametros encontrados a
nivel biogquimico e molecular dos efeitos dos radicais livres e antioxidantes a nivel do
SNC, com o intuito de compreender os efeitos e possibilitar melhores resultados a nivel

cerebral.
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Certificamos que o projeto abaixo especificado, que envolve a produgdo, manutengao ou utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais - CEUA da Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC, em reuniao de 20/04/2021.

Titulo do projeto Efeitos do tratamento com nanoparticulas de ouro reduzidas com
curcumina em um modelo animal de autismo induzido por acido
valproico

Project title Effects of treatment with gold nanoparticles reduced with curcumin in
a model of autism induced by valproic acid.

Numero do protocolo 12/2021

Protocol number
Pesquisador principal Cinara Ludvig Gongalves
Principal Investigator
Pesquisadores Maiara de Aguiar da Costa, Jaime Lin, Bruna de Moraes, Tamires da
Researchers Silva Nascimento, Rosiane Ronchi Nascimento Costa, Bruna
Bittencourt Netto, Simone Lespinasse Araujo, Mariana Setubal
Milverstet, José Marcelo Botacin Campos, Bruna de Andrade
Flauzino, Caroline Pacheco Rodrigues, Jodo Victor Folle, Maria
Goreti Aléssio Crispim, Victoria Linden de Rezende.

Finalidade () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
| Vigéncia da autorizacdo 21/04/2021 a 21/04/2022

Espéciellinhagem/raca Rato heterogénico/ Wistar

ldade/Peso 60 dias / 250-300g

Nuamero de animais Masculino: 8 e feminino: 45

Idade/Peso 1 dia / 30g
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Total 214

Procedéncia Biotério UNESC

The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution number
03/2017/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.794/08, has analyzed the Project
that was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration of the original version of
this project must be previously submitted to the Committee for further analyzes. May you have further
questions, please contact us by e-mail ceua@unesc.net.
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