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RESUMO

Introducédo: A obesidade é uma doenga caracterizada pelo excesso de gordura
corporal, que desencadeia inflamagéo e estresse oxidativo, diante disso, se torna
necessario a busca por terapias visando a diminuicdo dessas altera¢des. Diante disso,
a nanotecnologia despertou interesse por ser promissora em tratamentos de doencas
inflamatodrias e com estresse oxidativo. Dentre 0os nanomateriais, as nanoparticulas de
ouro (AuNPs) sao utilizadas em pesquisas como anti-inflamatéria e antioxidante. Além
disso, a carnitina também pode contribuir no tratamento da obesidade, uma vez que
atua translocando acidos graxos de cadeia longa do citoplasma para mitocdndria,
facilitando a oxidacdo destes. Objetivo: Investigar os efeitos das AUNPs associada a
carnitina sobre parametros inflamatérios e bioquimicos em gordura de animais
submetidos a obesidade induzida por dieta. Metodologia: AuNPs foram sintetizadas
para obter-se nanoparticulas esféricas com tamanho médio de 20nm e associadas a
carnitina. A caracterizacao foi realizada por espectroscopia de UV-vis, diametro da
nanoparticula e analise do potencial zeta. Para os ensaios in vivo, camundongos
Swiss machos receberam dieta normolipidica (grupo controle) ou dieta hiperlipidica
(grupo obeso) por 10 semanas. Na sexta semana, os grupos foram divididos para o
tratamento diario com salina ou AuNPs (70ug/Kg) ou carnitina (500mg/Kg) ou AuNPs
associadas a carnitina. O peso corporal foi acompanhado semanalmente.
Posteriormente, os animais foram mortos e a gordura mesentérica removida, pesada
e utilizada na avaliacdo inflamatéria e estresse oxidativo. Resultados: Os animais do
grupo obeso atingiram pesos com significancia estatistica devido a alimentacéo
hiperlipidica. Foi observado um aumento em IL-6 e IL-13 no grupo nao obesos
tratados com AuNPs+carnitina. No entanto, ndo foram observadas diferencas
significativas relevantes em IL-6, IL-1B e IL-10 nos demais grupos. Com relagdo aos
parametros oxidativos, os resultados sugerem a produgdo de dano oxidativo nos
animais obesos, com ou em tratamento, sendo que o tratamento com AuNPs+carnitna
foi mais expressivo em alguns parametros, incluindo no grupo de animais n&o obesos.
Conclusao: A associacao de AuNPs e carnitina gerou efeitos negativos no grupo
sem obesidade e né&o reverteu as alteracdes causadas pela obesidade, acredita-se

gue a associacao dessas moléculas em organismo saudavel gere estresse e danos.



Palavras chaves: Obesidade. Nanoparticula de ouro. Carnitina. Inflamacéo. Dano

oxidativo.

Descritores: Obesidade. Nanotecnologia. Carnitina. Inflamag&o. Dano oxidativo.



ABSTRACT

Introduction: Obesity is a disease characterized by excess body fat, which triggers
inflammation and oxidative stress, thus, it is necessary to search for therapies aimed
at these changes. Therefore, nanotechnology aroused interest because it is promising
in treatments of inflammatory diseases and oxidative stress. Among nanomaterials,
such as gold nanoparticles (AuNPs) are used in research as anti-inflammatory and
antioxidant. In addition, carnitine can also contribute to the treatment of obesity, since
it acts by transloting long-chain fatty acids from the cytoplasm to mitochondria,
facilitating their oxidation. Objective: To investigate the effects of AUNPs associated
with carnitine on inflammatory and biochemical parameters in fat of animals submitted
to diet-induced obesity. Methodology: AuNPs were synthesized to obtain spherical
nanoparticles with an average size of 20nm and associated with carnitine. The
characterization was performed by UV-vis spectroscopy, nanoparticle diameter and
zeta potential analysis. For the in vivo assays, Swiss male mice received dietary
normolipid (control group) or high-fat dietary (obese group) for 10 weeks. On Friday,
the groups were divided for daily treatment with saline or AUNPs (70ug/Kg) or carnitine
(500mg/Kg) or AuNPs associated with carnitine. The weight cord was monitored
weekly. Subsequently, the animals were killed and the mesenteric fat removed,
weighed and used in inflammatory evaluation and oxidative stress. Results: The
animals of the obese group reached weights with statistical significance due to high-
fat diet. An increase was observed in IL-6 and IL-1B in the non-obese group treated
with AuNPs+carnitine. However, no significant significant differences were observed
in IL-6, IL-1pB and IL-10 in the other groups. Regarding oxidative parameters, the results
suggest the production of oxidative damage in obese animals, with or under treatment,
and treatment with AuNPs+carnitha was more expressive in some parameters,
including in the group of non-obese animals. Conclusion: The association of AUNPs
and carnitine generated negative effects in the group without obesity and did not
reverse the changes caused by obesity, it is believed that the association of these

molecules in a healthy organism generates stress and damage.

Key words: Obesity. Gold nanopatrticle. Carnitine. Inflammation. Oxidative damage.



LISTAS

Lista de abreviaturas

OMS - Organizagédo Mundial da Saude

DNA - Acido desoxirribonucleico (do inglés Deoxyribonucleic acid)
IMC — indice de massa corporal

EROs — Espécie reativa de oxigénio

AuNPs — Nanoparticulas de ouro

SNC - Sistema nervoso central

cm — centimetros

TAB - Tecido adiposo branco

ATP — Adenosina trifosfato

LRb — Receptores para leptina hipotalamicos de isoforma longa (do inglés Long
Isoform Hypothalamic Leptin Receptors )

TLRs — Receptores Toll-like (do inglés Toll-like receivers )
SOD - Superéxido dismutase

CAT - Catalase

GSH - Glutationa

DIO — Obesidade induzida por dieta

mMtDNA — DNA mitocondrial

SC - Santa Catarina

UFSC - Universidade Federal de Santa Catarina

IL-1B — Interleucina 13

IL-10 — Interleucina 10

IL-6 — Interleucina 6

TBARS — Substancias reativas ao &cido tiobarbiturico
TNF- a — Fator de necrose tumoral alfa (do inglés Tumor necrosis factor alpha )
ERO — Espécies reativas de oxigénio

CPT1 - Carnitina Palmitoiltranferase 1

CPT2 — Carnitina Palmitoiltranferase 2

CAC - Carregador de carnitina

ACS — Acetil-CoA sintase

HCL — acido cloridrico

HNO3 — acido nitrico



ELISA — ensaio imunoenzimatico (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)



Lista de figuras
Figura 1 - Consequéncia geradas pelo excesso de nutrientes
consumidos
Figura 2 - Mecanismo de acao da carnitina na mitocéndria

Figura 3 - Desenho experimental

23

28
33



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt sttt en s en st n s ss s seneees 19
1.1 REFERENCIAL TEORICO .......oooiieeeeeeeeieeeeeieesessess e sess e sass s ses s snsasnsens 20
O I R @ ] o Y=Y o = o [ TSRS 20
2. OBJIETIVOS ...t ssns e ses 30
2.1 OBIETIVO GERAL .....coooeoeeeeeeeeeeeeeeee e sess s sae s 30
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.......oieeeeeeeeeeveeeseeesseeseessess s ssssss s sss s sesssens 30
B METODOS ..ot 31
3.1 TIPO DE ESTUDO ...ooouieeeeeeeeeeeeeeeees e ssss s s sssas s sasnsens 31
3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS......oovuiieeeeeeeeeeceee et sesssss s ssssss s sesssens 31
BB ANIMAIS. ... s st s e 31
3.5 DELINEAMENTO DO ESTUDO......ooiiieeeeeeeceeeciesieesees s sesassses s s sssssass s senesens 32
3.6 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA ......oouoeceeceeeeeeeeeeeeeveee s essesssess s sssssass s 36
A, ARTIGO ..o e s s s et sn s 37
5. REFERENCIAS ...t s e sses s s s ss s s s sesass e 62
6. CONSIDERAGOES FINAIS ......oooeeeeeeeeeceeeeeeeestes e sess s ssss s sss s sens 71
7. REFERENCIAS ... eeeeeee s s s s s ss s sssessse s ssss e sasssasesens 72

ANEXO A- Parecer Aprovacdo do Comissdo de Etica no Uso de Animais ...................... 80



1. INTRODUCAO

A obesidade é uma doencga cronica ndo transmissivel que tem crescido de
forma alarmante nos dltimos anos, sendo considerada pela organizagcdo mundial de
salde uma epidemial. Esta doenca é multifatorial e estd relacionada ao
comportamento alimentar inadequado, estilo de vida, fatores genéticos e ambientais?.

A obesidade é caracterizada por um acumulo anormal de gordura no tecido
adiposo de forma que pode comprometer a salde do individuo?*. Deste modo,
distarbios hormonais, como a resisténcia a leptina, que atua no controle da saciedade,
e a insulina, que é responsavel pelo metabolismo de glicose, fazem parte da
fisiopatologia da obesidade®. Além disso, o acimulo de gordura no tecido adiposo
resulta em hiperplasia e hipertrofia de adipdcitos, e por consequéncia hipoxia®,
desencadeando o processo inflamatério. Sendo assim, a obesidade € considerada
uma doenca inflamatéria de baixo grau. Além do processo inflamatério, encontra-se
também estresse oxidativo que pode ser causa ou consequéncia do processo
inflamatério envolvido na obesidade’. O processo inflamatério e estresse oxidativo,
disfuncdo mitocondrial e danos em Acido desoxirribonucleico (DNA) podem
comprometer a vitalidade celular”: 8.

Embora a busca pelo entendimento da fisiopatologia e pelo tratamento da
obesidade seja grande, ainda assim necessita-se de mais estudos sobre abordagens
terapéuticas para esta finalidade. O mais recomendado para pacientes com obesidade
é aderir a uma vida saudavel, com alimentacdo equilibrada e exercicios fisicos®.
Embora existam medicamentos para tratar esta doenca, 0S mesmos apresentam
efeitos colaterais importantes®. Vale destacar que muito dos efeitos colaterais dos
medicamentos ocorre por eles ndo serem seletivos, portanto, agem em todo o
organismo ap6s administrado sistemicamente®. Sendo assim, é interessante uma
busca na ciéncia por novas estratégias farmacologicas para o tratamento da
obesidade com foco no processo inflamatorio presente em individuos obesos e
visando qualidade de vida e longevidade do individuo??.

Atualmente, a pesquisa de novas terapias ja vem sendo estudada, destacando
a nanotecnologia como uma é&rea de aplicagdo promissora, por ser altamente
interdisciplinar e tem uma ampla gama de aplicacfes inclusive, na bioquimica e

biotecnologia'? 13, A utilizacdo biomédica desses materiais tem crescido muito devido



ao baixo custo e versatilidade dessas moléculas. A nanotecnologia pode ser utilizadas
para fins de tratamento e diagndsticos'4.

A nanotecnologia contém materiais com agfes anti-inflamatorias, essa
tecnologia tem uma ampla gama de utilizagBes nas mais diversas areas. A utilizacédo
biomédica desses materiais tem crescido muito, devido a facil manipulacdo e
versatilidade dessas moléculas4 1.

Dentro dos nanomateriais se tem a nanoparticula de ouro (AuNPS), que
apresenta acgdo anti-inflamatéria e antioxidante'®. As AuNPs também sé&o
reconhecidas por sua superficie apresentar caracteristicas que seja possivel associar
alguma molécula, como grupamentos ti6is funcionando como carreadora de
moléculas com acéo terapéutica no organismo?’. Além disso, a AuUNPs é a principal
nanoparticula utilizada no campo biomédico, por sua vasta utilizacdo para diversos
objetivos como, campo do diagndéstico e no tratamento em doencas com fisiopatologia
associada a inflamacao, e pela possibilidade de associacéo a outros materiais em sua
superficie®®.

A carnitina € uma molécula com alto potencial de ligacdo as nanoparticulas de
ouro®®, é encontrada em alimentos de origem animal, mas também pode ser
sintetizada endogenamente. A carnitina é responsavel pelo transporte de acidos
graxos de cadeia longa do citosol para a mitocondria 2°. Além disso, ja demonstrou
propriedades antioxidantes, dessa forma agindo na prevencéo de danos celular ?*.

Portanto, devido ao grande numero de individuos com obesidade, e
considerando as consequéncias e riscos aliados a essa doenca, se torna de extrema
importancia a busca por novas terapias visando melhorar o quadro clinico desses
pacientes. De forma que a inflamacdo e estresse oxidativo seja reduzido e
consequentemente trazendo uma melhor qualidade de vida aos individuos com

obesidade.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Obesidade

A obesidade € uma doenca multifatorial desencadeada principalmente pelo alto

consumo de nutrientes e, muitas vezes, diminuicdo do gasto energético. O principal



fator relacionado ao desenvolvimento da obesidade € o aumento de dietas com alto
consumo de agucar e gordura saturada provindas principalmente de alimentos ultra
processados e fast food . Isso faz com que o organismo armazene energia em forma
de gordura, resultando em um aumento do tecido adiposo. Esse acumulo de gordura
€ armazenado principalmente na regido abdominal, gerando alterac6es bioquimicas
tais como elevados niveis de glicose, triglicerideos e colesterol. Tais alteracfes séo
fatores de risco para doencas cardiovasculares e diabetes, afetando a qualidade de
vida dos individuos com obesidade!?2.

Em 2016 a obesidade afetou quase 650 milhdes de individuos em todo o
mundo?!. A prevaléncia mundial de obesidade quase triplicou de 1975 a 2016%. Em
2019, 38 milhdes de criancas de até 5 anos foram classificadas com sobrepeso ou
obesidade!. No Brasil a prevaléncia de obesidade em adultos cresceu 67,8% de 2006
a 2018. No mesmo periodo notou-se que a prevaléncia de obesidade estava em
individuos de 25 a 34 anos com baixa escolaridade?3. Dados publicados em 2019
demonstram que 61,7% da populacao brasileira apresentava excesso de pesoe 1 a
cada 4 brasileiros obesidade?*. As projecdes futuras propostas pela organizacéo
mundial da saude (OMS) prevé que em 2025, cerca de 2,3 bilhdes de adultos terédo
sobrepeso, 700 milhdes terdo obesidade e 75 milhBes de criancas estardo com
excesso de peso ou com alguma classificacdo de obesidade?’.

Os dados epidemiolégicos podem ser alterados pelo método de diagndstico
escolhido, sendo o método mais comum o indice de massa corporal (IMC), que
consiste apenas na divisdo do peso pela altura ao quadrado. O IMC é a forma mais
rapida e simples de fazer a avaliacdo da composi¢ao corporal, por esse motivo € muito
utilizado?!. Esse método pode falhar em individuos com alto indice de massa muscular,
indicando um falso negativo?®. O IMC classifica o individuo em abaixo do peso, peso
normal, sobrepeso, ou entdo em obesidade grau 1, 2 e 3. Além deste método é
utilizado a medida de circunferéncia abdominal, onde medidas maiores que 102 cm
para homens e 88 cm para mulheres sdo considerados incomum, e geram
preocupacdes com a saude do individuo. Apesar desses meétodos serem 0S mais
utilizados pelo baixo custo e facilidade de execuc¢do, ndo € o mais indicado, pois ndo
considera o estado fisico da pessoa e diferencas entre massa magra e gorda?.

Alternativas com custo mais acessivel sdo as comumente utilizadas para
diagnosticar a obesidade, porém existem diversas metodologias que podem

diferenciar peso total de gordura corporal, entre elas, as medidas das pregas cutaneas



e andlise de bioimpedancia?®. Metodologias com utilizacdo de imagem, tais como
ultrassonografia, ressonancia magnética e tomografia computadorizada apresentam
maior seguranca e eficacia comparados aos outros métodos, porém o alto custo limita
0 uso dessas técnicas na pratica clinica®®.

Desta forma para estudos pré-clinicos é utilizado camundongos da linhagem
Swiss machos, os mesmos demonstram uma resposta melhor a dieta para obtencao
da obesidade?’. A inducédo da obesidade geralmente é através de alimentacdo, e a
metodologia melhor padronizada é pela racao hiperlipidica a qual é produzida com o

controle de calorias?®.

1.1.1.1 Fisiopatologia da obesidade

O acumulo de gordura é consequéncia do excesso de energia proveniente do
desequilibrio entre o alto consumo de calorias e baixo gasto energético, esse acumulo
acontece no tecido adiposo. O tecido adiposo branco (TAB) responsavel por
armazenar triacilgliceréis, tem a capacidade de secretar substancias denominadas
adipocinas, que modulam o metabolismo energético e niveis hormonais?°.

Hormonios como leptina, grelina e insulina sofrem alteracdes negativas com o
acumulo de gordura no TAB. Leptina € um hormonio secretado principalmente pelo
TAB, que atua em processos fisioldgicos, incluindo controle de apetite, peso corporal,
entre outras funcdes neuroenddcrinas e controle da glicemia®. Este € um horménio
regulador que exerce sua funcéo inibindo a ingestdo de alimentos e aumentado o
gasto energético3'32, Os efeitos da leptina sdo mediados pela sua agdo em receptores
hipotalamicos no sistema nervoso central (SNC)3334. A leptina se liga a receptores
para leptina hipotalamicos de isoforma longa (LRb) que media a sinalizacao
intracelular, e transmite sinalizacfes conforme massa do tecido adiposo e depdsito
energético existente, suprimindo a ingestdo alimentar e contribuindo para o gasto
energeético, além disso colabora perifericamente com redugéo na sintese e secrecao
de insulina®®3¢. Em individuos com obesidade encontra-se uma desregulacio positiva
na secrecdo de leptina sendo possivel deteccdo pelo soro®’, o excesso de secregdo
leptina em um individuo desenvolve resisténcia a esse hormoénio, prejudicando a
sinalizagdo da leptina e consequentemente saciedade do individuo38. Além disso,
leptina em excesso tem papel importante na inflamacéo, estudos sobre a Leptina,

demonstraram a capacidade de estimular producéo de IL-6 e TNF-a no tecido adiposo



o que estimula inflamacéo devido a IL-6, e morte celular por apoptose devido ao TNF-
o,

Outro hormonio afetado pela obesidade é a grelina secretado pelo estémago
em momentos de jejum gerando a sensacdo de fome e induzindo a ingestdo de
alimentos, por esse motivo a grelina é conhecida como o hormdnio da fome?°. Ja foi
demonstrado que esse neurdnio esta dessensibilizado na obesidade alterando
negativamente sua acdo no controle da fome sendo detectado no soro dos
pacientes*!. Além da sua funcédo na regulacdo da fome, a grelina tem muitas outras
funcdes, como seu papel na homeostase da glicose, a partir da inibicdo da acéo da
insulina e a reducéo do gasto energético2.

Insulina € um hormdnio secretado pelas células betas pancreaticas, com a
funcdo de sinalizar a entrada da glicose nas células permitindo sua utilizacdo como
fonte energética*®>. Em obesos é comum encontrar a resisténcia a insulina, fato que
pode ser explicado pelo acimulo de lipideos e processo inflamatério*4. A hiperglicemia
e hiperlipidemia alteram vias inflamatérias e, por consequéncia, ira comprometer a
captura da glicose para dentro da célula, e a insulina, ira se dedicar na realizacao da
sua funcdo no receptor, até que gera a resisténcia a insulina e/ou danos na célula
secretora de insulina*4>, Embora no inicio de uma resisténcia a insulina ha um
aumento da funcéo das células beta e hiperinsulinemia como sistema de recompensa,
acaba ocorrendo dano dessas células devido ao aumento da sua funcdo e,

consequentemente, ird agravar o quadro de resisténcia a insulina*.

1.1.1.1.1 Inflamacéo

O desequilibrio hormonal favorece o aumento no consumo de nutrientes. A
grande ingestao caldrica, pode desenvolver hipertrofia e hiperplasia de adipdcitos, por
servir como deposito de gordura, causando alteracdes no TAB#¢. Com a expanséo do
TAB, ocorre a compressdo dos vasos sanguineos, comprometendo o fornecimento
adequado de oxigénio, causando hipdxia no tecido*’. Devido a hipdxia, ocorre o
recrutamento de macréfagos iniciando o processo inflamatério, devido a producao
excessiva de mediadores proé-inflamatérios*®. Além disso, a hiperglicemia e
hiperlipidemia contribuem para a ativacao das vias inflamatdérias através de receptores

Toll-like (TLR)>484°. Inflamagdo crbénica de baixo grau localizada no TAB,



desenvolvida na obesidade, se propaga a uma inflamacao sistémica e contribui para

o inicio e progresséo das doengas metabdlicas associadas a obesidade3® 5051,

Infiltracdo de macréfagos por quimiotaxia
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Figura 1. Abel, J. S et. al 2022. Consequéncia geradas pelo excesso de nutrientes
consumidos. Com excesso de nutrientes ocorre a hiperplasia, hipertrofia e como

consequéncia hipoxia e dessa forma desencadeia reac6es inflamatorias.

1.11.1.1 Estresse oxidativo

Com o aumento do processo inflamatério e desregulagdo metabdlica se tem a
sobrecarga na atividade mitocondrial, contribuindo com o aumento também da
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). O aumento de EROs leva ao
estresse oxidativo, que € caracterizado pela dissipacdo efetiva do gradiente de
prétons e pelo desequilibrio entre producdo de EROs e defesa pela atividade de
antioxidantes®%53. EROs pode ser produzido por diversas vias, mas a fonte principal é
a cadeia respiratéria por possuir um maior nimero de centros redox®.

O estresse oxidativo pode trazer danos a célula como oxidacdo de proteinas,
lipideos, e acido desoxirribonucleico (DNA), acarretando em perdas de algumas
funcdes biolégicas®. O estresse oxidativo pode levar a disfuncdo mitocondrial, que
desta forma reduz a respiracdo mitocondrial de Oz, comprometendo a producao de
adenosina trifosfato (ATP), o que contribuindo para o aumento na emissdo de ERO
mitocondrial®®.

Estudos relatam que nesses individuos com a producéo exacerbada de ERO e
ocorréncia de disfungdo mitocondrial, desencadeia primeiramente dano em DNA
mitocondrial (mtDNA), DNA nuclear, danos as células ou até mesmo a morte celular®’.



Com o dano mitocondrial a mitocéndria ird liberar citocromo ¢ no citoplasma,
responsavel por iniciar a via de sinalizagdo da apoptose®®. Na apoptose é encontrado
diminuicdo de Bcl-2 (anti-apoptotico) e aumentado significativamente de Bax (proé-
apoptotico)®°.

O dano oxidativo pode ser causa ou consequéncia de uma disfuncao
mitocondrial®®. As mitocondrias desempenham um papel central na homeostase
energeética, funcdo priméaria das mitocéndrias € a de produzir energia na forma de ATP
a partir de substratos provenientes da alimentacdo (carboidratos, gorduras e
proteinas)®l. O dano oxidativo pode levar a morte celular por apoptose. A apoptose
em condicdes fisioldgicas desempenham um papel importante®?, no entanto apoptose
em excesso tem um papel negativo®364, Os tratamentos disponiveis atualmente néo
sao suficientes para atenuar todo o processo inflamatdério e dano oxidativo descrito

anteriormente.

1.1.1.2 Dificuldade no tratamento para obesidade

O tratamento da obesidade nédo tem a perda de peso como objetivo principal,
mas sim o0 reestabelecimento homeostatico do organismo a partir do reequilibrio
energético. Com isso, a primeira linha de tratamento indicada para obesidade, € a
mudanca no estilo de vida, o equilibrio entre o0 consumo e gasto de calorias, ou seja,
a reeducacdo alimentar e o gasto energético por meio de exercicio fisico®:66,

Entretanto, nem sempre a mudancga do estilo de vida isoladamente é eficaz, por
existirem inUmeros fatores na obesidade que contribuam para o0 insucesso dessa
opcao terapéutica®®%8. Por isso, comumente, se associam opcdes farmacoldgicas ao
tratamento, com o objetivo de otimizar o processo. Contudo, as terapias
farmacoldgicas disponiveis atualmente ainda sao limitadas, além disso os
medicamentos disponiveis para o tratamento de pacientes com obesidade ainda séo
muito questionados, pois sao frequentemente relacionados a eventos adversos
importantes e ndo é recomendado ser utilizadas por um longo periodo ¢’. Muito dos
efeitos colaterais dos medicamentos ocorre por eles ndo serem seletivos, e terem
baixa biodisponibilidade, agindo em todo o organismo apds administrado

sistemicamentel®, Dessa forma, o cenario atual reflete a necessidade de novas



opcOes terapéuticas mais seletivas, seguras e efetivas para o tratamento da

obesidade.

1.1.1 Nanotecnologia

A nanotecnologia € considerada uma &rea promissora e em crescimento, que
abrange muitas areas da ciéncia e aplicacdes tecnologicas. Essa tecnologia envolve
a manipulacdo de materiais em escala atdbmica que tem o objetivo de criar novas
estruturas, dispositivos e materiais’®>. A nanotecnologia contém materiais com
tamanhos variando de 0,1 a 100 nm, portanto, devido ao seu pequeno tamanho, €
inerente a esses materiais diferentes propriedades como: reatividade quimica,
condutancia elétrica, magnetismo, efeitos Opticos e resisténcia fisica®®. Essa
tecnologia é altamente interdisciplinar e tem uma ampla gama de aplicacfes, muito
utilizada na ciéncia biomédica envolvendo a sintese e entrega de farmacos, terapia
genética, entre outras. A partir do final do século XX, a utilizacdo da nanotecnologia
aumentou significativamente, tanto na industria cosmética quanto na pesquisa pra
area da saude, com isso também o aprimoramento e descoberta de novos
nanomateriais®®.

Os nanomateriais séo classificados em organicos e inorganicos. Os organicos
sdo 0s componentes celulares e virus, e inorganicos sao aqueles baseados em oxidos
metdlicos e metais'3. Nas Ultimas décadas, de todas as nanoestruturas existentes, as
nanoparticulas esféricas inorganicas cujas estruturas possui propriedades funcionais
e biolégicas devido ao seu tamanho, tem despertado interesse de diferentes grupos
de pesquisa?® °. Assim, destaca-se as nanoparticulas metalicas, cuja principal funcdo
é entrega de farmaco’™. Entre varios metais, as nanoparticulas de prata e ouro sdo de
primordial circulagdo, podendo controlar a entrega de substéancias biologicamente
ativas e sendo utilizado principalmente em terapias para doencas inflamatérias®®.
Neste contexto, as nanoparticulas metalicas podem melhorar a biodisponibilidade de

farmacos potencializando os efeitos terapéuticos’?.

1.1.1.1 Nanoparticulas de ouro

As AuNPs sdo amplamente conhecidas por fazer entrega de farmacos no tecido

ou célula alvo e por suas propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes’3, bem como



opticas, eletrdnicas, redox e catalitica’®. Devido a sua escala nanométrica a
penetracdo em membranas celulares é facilitada, podendo ser utilizada em uma gama
de aplicacbes biomédicas’. Ainda, as AuNPs podem ultrapassar a barreira
hematoencefélica (BHE) sem a necessidade de estimulos externos, fato que contribui
para biodisponibilidade e agdo no SNC'®. Outra caracteristica interessante das AUNPs
se da pelo fato de se conjugarem facilmente a moléculas, como as com grupamentos
tidis e aminas. Dessa forma, teria a possibilidade de funcionalizar e direcionar
farmacos para tecidos alvos’’, aumentando a efetividade do tratamento, além das
propriedades deste nanomaterial, como anti-inflamatéria e anti-oxidante’®.

A acédo anti-inflamatoria relacionada as AuNPs foi atribuida as evidéncias da
ligagdo extracelular deste nanomaterial com IL-1B, evitando sua ligagdo aos
receptores de membrana, inibindo assim a cascata de sinalizagdo inflamatoria por
esta via’®. Além disso, a inibicdo da sinalizacéo via IL-1B suprimi a via NF-KB e dessa
forma reduz a proliferacéo de citocinas pré-inflamatérios®. Isso aconteceu no estudo
de Khan e colaboradores®’, onde modelos experimentais de artrite reumatoide, e
tratamento com AuNPs de 20nm por 20 dias, resultou em diminui¢do da inflamacéo,
possivelmente pelo efeito da supressao de NF-KB, Cox-2 e iINOS, reduzindo assim a
producao de citocinas pré-inflamatarias.

Neste contexto, devido a acdo antioxidante das AuNPs, pode haver diminuicao
de ERO e radicais livres, protegendo contra danos oxidativos®.-82, Além disso, as
AuNPs j& demonstraram ser eficazes na redugéo da neuroinflamagédo induzida por
modelo de doenca de Alzheimer, atuando na reducdo de macréfagos e microglia
ativada, e reduzindo também citocinas pré-inflamatérias circulantes 8. Em um estudo
de Dos Santos e colaboradores®, observou-se também que a terapia com
nanoparticulas de ouro foi capaz de reduzir a producéo de citocinas pro-inflamatérias
em modelo de inflamacdo pulmonar e, consequentemente, melhorando o estado
clinico da doenca®. Com base nesses achados da literatura, sugere-se que
mediadores anti-inflamatérios., nanoparticulas com propriedades anti-inflamatorias e
antioxidantes, podem atuar como possiveis estratégias terapéuticas promissoras para
o tratamento da obesidade, bem como associar todos esses beneficios com outras

moléculas e direcionar para tecidos ou células alvos?!?.

1.1.1 Carnitina



A carnitina € uma amina quaternaria solivel em agua, considerada por alguns
autores um aminoacido ndo proteico®. A maior parte da carnitina encontrada no
organismo é obtida pela alimentacéo a partir de produtos derivados de animais &, mas
também existe sintese enddgena que ocorre, principalmente, nos rins e figado®’. A
principal funcéo da carnitina é atuar na translocacao de acidos graxos de cadeia longa
do citosol para a mitocondria para que ocorra a B-oxidacdo®. Esse processo é
catalisado pelo sistema de transporte de carnitina®. Sendo assim, o &cido graxo é
convertido a acil-CoA a partir da acetil-CoA sintase (ACS), em seguida acetil-CoA
sofre a acdo da palmitoiltranferase 1 (CPT1), que converte acetil-CoA em
acetilcarnitina. O carregador de carnitina (CAC) transloca a acilcarnitina para a matriz
mitocondrial desde que tenha carnitina livre intramitocondrial, e por fim
palmitoiltranferase 2 (CPT2) converte acilcarnitina em acetil-CoA para ser usado na 3
— oxidacao conforme figura 1°0°1,

Além disso, a carnitina também € essencial no efluxo de grupos acetil e acil
para fora da mitocondria, em casos que a oxidagao ultrapasse a demanda de energia,
e, nesse caso, sem a carnitina ocorreria 0 acumulo destes grupos na matriz
mitocondrial 8. Essa Gltima fungdo ganhou destague com a descoberta que o aciimulo
de grupos acetil e acil esta associado ao desenvolvimento de resisténcia a insulina 2.
Além disso, devido ao aumento no metabolismo, estudos trazem uma melhora na

tolerancia a glicose ou sensibilidade a insulina a partir da suplementacao de carnitina
93
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Figura 2. Mecanismo de acdo da carnitina na mitocondria. Adaptado de
Cesare Indiveri 2011%°. (ATP - adenosina trifosfato, CoA — Coenzima A, CPT1 —
Carnitina Palmitoiltranferase, CPT2 — Carnitina Palmitoiltranferase, CAC — Carregador
de carnitina, ACS — Acetil-CoA sintase)

Além das func¢des da carnitina, ela também tem alto potencial para ligacdo com
nanoparticulas de ouro, devido a sua estrutura ser muito semelhante a peptideos 1°%4,
despertando assim o interesse no estudo da associa¢cdo de ambos. Portando, se faz
necessario a investigacdo dos efeitos da associacdo de AuNPs com carnitina, no
processo inflamatério e estresse oxidativo desenvolvido na obesidade. Estudos
destacam que a suplementacdo com carnitina pode ser potencialmente usada como
antioxidante®® dessa forma diminuindo estresse oxidativo, inibicdo apoptética em
6rgéos®?, diminuicdo em processos inflamatorios e até melhora da fungédo mitocondrial

em funcéo patolégicas quando realizado a suplementacdo com carnitina®®.

Portanto, devido ao aumento de individuos com obesidade nos ultimos anos, e
considerando que esses numeros tém a tendéncia de crescer muito nos préximos
anos, e as consequéncias e riscos aliados a essa doenca, se torna de extrema
importancia a busca por novas terapias visando melhorar o quadro clinico desses
pacientes. Visto que as principais e mais severas consequéncias da obesidade sao
desencadeadas pela inflamacao e estresse oxidativo, novas abordagens terapéuticas
devem priorizar a reducdo da inflamacdo e estresse oxidativo. Assim, novas
abordagens terapéuticas devem priorizar a reducdo da inflamacdo e estresse

oxidativo.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos das nanoparticulas de ouro associada a carnitina sobre
parametros inflamatorios e bioquimicos em gordura mesentérica de animais

submetidos a obesidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de ouro de 20nm;

- Associar nanoparticulas de ouro a carnitina;

- Pesar semanalmente os camundongos;

- Pesar gordura mesentérica dos camundongos;

- Verificar os niveis de IL-6, IL-18 e IL-10 na gordura mesentérica,

-Avaliar dano oxidativo a proteinas e lipideos e niveis de nitrito/nitrato na gordura
mesentérica;

- Quantificar a atividade da SOD e da CAT na gordura mesentérica;



3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO
Se trata de um estudo pré-clinico com uso do modelo animal de obesidade

induzido por dieta.

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

As racbes foram obtidas da empresa PragSolucbes Biociéncias -
PragSolucdes Comércio e Servicos Ltda, SP, Brasil. As nanoparticulas de ouro foram
produzidas a partir do acido tetracloroaurico adquiro na Sigma-Aldrich, MO, EUA. A
carnitina foi comprada na farméacia de manipulacdo Maria Rocha, SC, Brasil.

Para as andlises inflamatérias e bioquimicas foram utilizados os seguintes
reagentes: Fosfato de potassio, fosfato de sédio, acido cloridrico, acido sulfurico,
tampéao de lavagem m, tampéao de bloqueio, diluente, anticorpo de captura, anticorpo
de deteccéo, fotorreagente, albumina bovina, hidréxido de sédio, carbonato de sodio,
sulfato de cobre, tartarato de soédio e potassio, folin, cloreto de potassio, acido
tricloroacético, 1,1,3,3 — tetrametoxipropano, acido tiobarbiturico, alcool etilico, acetato
de etila, dinitrofenilhidazina, acido aminocético, adrenalina, catalase, cloreto de sodio.

Em relacdo aos equipamentos, foram utilizados homogeneizador, freezer,
geladeira, balanca analitica, pHmetro, centrifuga, banho-maria, espectrofotdmetro e
sistema de condensagao.

O procedimento experimental foi realizado na, UNISUL, Tubardo (SC), onde
foram utilizados: pHmetro, balanca analitica, banho maria, espectrofotdmetro,
centrifuga, homogeneizador e, o biotério. Com parceria do Laboratorio de
Fisiopatologia Experimental na UNESC.

3.3 ANIMAIS

Foram utilizados 96 camundongos da linhagem Swiss machos (Mus
musculus) com 40 dias de idade, pesando inicialmente entre 30-40g. Os animais foram
procedentes do biotério da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Foi

disponibilizado aos camundongos, livre acesso a agua e ragdo, e os mesmos foram



mantidos em ciclos de claro/escuro de 12 horas cada com temperatura de 23+1°C. Os
animais foram divididos em grupos com diferentes dietas e tratamento:

- Dieta padrao + Salina (grupo controle + salina) (n=12);

- Dieta padrao + AuNPs (grupo controle + AUNPs) (n=12);

- Dieta padrao + Carnitina (grupo controle + Carnitina) (n=12);

- Dieta padrao + AuNPs + Carnitina (grupo controle + AuNPs + Carnitina) (n=12);

- Dieta hiperlipidica + Salina (grupo obeso + salina) (n=12);

- Dieta hiperlipidica + AuNPs (grupo obeso + AuNPSs) (n=12).

- Dieta hiperlipidica + Carnitina (grupo obeso + Carnitina) (n=12);

- Dieta hiperlipidica + AuNPs + Carnitina (grupo obeso + AuNPs + Carnitina) (n=12);

3.4 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE OURO

Nanoparticulas de ouro com tamanhos médios de 20 nm foram sintetizadas, a
partir de reducdo quimica do precursor metalico acido tetracloroaurico (HAuUCI 4)
(Sigma-Aldrich, MO, EUA) com o agente redutor e estabilizante citrato de sodio
(Nuclear, SP,Brasil). Inicialmente, 100 mL de acido tetraclorodurico, foram transferidos
para um baldo de fundo redondo, a solucdo aquecida até 95°C e sob agitacao.
Solucéo de citrato de sédio, previamente preparada, foi entdo adicionada, e o sistema
mantido a temperatura descrita, agitando durante 20 minutos®’ . A solucdo adquiri a
coloracédo correspondente ao tamanho.

A caracterizacdo das nanoparticulas sera através do potencial zeta que é
medido na temperatura ambiente, usando espalhamento dindmico de luz (DLS) e

espalhamento de luz eletroforético.

3.5 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Foi iniciado a indugcdo de obesidade com alimentag&do hiperlipidica por 10
semanas, sendo 6 semanas sem tratamento e 4 semanas com tratamento. Ao final
das 6 semanas foi iniciado o tratamento com nanoparticulas de ouro de 20 nm com
concentracdo de 70ug/kg?® associado ou ndo a 500mg/kg®® de carnitina, por 4
semanas, 1 vez ao dia. Ao final das 4 semanas foi realizado a morte dos animais para

retirada da gordura mesentérica (Figura 2).

Figura 2 — Desenho experimental
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Figura 3: Na semana 1 foi iniciado a inducdo da obesidade com racéo hiperlipidica
gue continuou até a 10° semana, na 7° 8° 9° e 10° semana foi associado 0s

tratamentos. Ao final na 11° realizado eutanasia e retirada da gordura mesentérica.

3.5 ENSAIOS/TESTES/TECNICAS

3.5.1 Conjugacao de carnitina a nanoparticula de ouro

A conjugacéo das nanopatrticulas de ouro e carnitina foi realizado adicionando
a carnitina na AuNPs, essa mistura ficou em agitacdo por 1 hora em temperatura
ambiente, para que ocorra a rea¢ao. A concentracao de carnitina foi de 500mg/ml em
AuNPs%, a qual foi a concentracdo minima testada previamente capaz de ligar a

nanoparticula.

3.5.2 Tratamento de nanoparticula ouro associado a carnitina e pesagem dos

animais

Os animais dos grupos Carnitina, AUNPS e AuNPs associada a carnitina,
receberam apos a inducao da obesidade o tratamento por 4 semanas, uma vez ao
dia, via intraperitoneal. A concentracdo de AuNPs+Carnitina foi 0,500mg/ml, o grupo
AuNPs recebeu 70ug/ml de AuNPs, e 0 grupo carnitina recebeu 500mg/kg de carnitina



diluido em salina. Ja os grupos controles com ou sem obesidade foi administrado
apenas salina no mesmo tempo que o grupo tratamento.
Semanalmente foi realizado a pesagem de todos os animais do experimento,

para que fosse possivel acompanhar a evolucao de peso dos mesmos.

3.5.3 Remocao do tecido e pesagem

Vinte e quatro horas apés a ultima administracdo, os animais foram mortos a
cavidade abdominal aberta e retirado o tecido adiposo da regido mesentérica pesados
em balanca de alta precisdo. Apds, o tecido removido parte da amostra foi
encaminhado para quantificacdo de AuNPs. O restante da estrutura também foi
rapidamente isolado para realizacdo das analises de parametros inflamatérios e

bioquimicos.

3.5.6 Anélise inflamato6ria

Os niveis de IL-6,L-1p3 e IL-10 foram determinados na gordura mesentérica dos
animais pela técnica de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) em leitor de
microplacas com a utilizacdo de kit comercial, seguindo as recomendacdes do
fabricante. Os resultados foram expressos em picogramas por mililitro (pg/ml). Todas
as técnicas foram comparadas as proteinas determinadas pelo método de Lowry et

al!, e a albumina sérica bovina foi utilizada como padréao

3.5.7 Andlise de dano oxidativo

As concentracfes de nitrito/nitrato foram avaliadas espectrofotometricamente
na gordura mesenterica usando reagentes griess (1% sulfafilamida em acido fosférico
de 5% e 0,1% N-1-naftilethylenediamine dihidrochloride em H20 bi-destilado) e vandio
(llN). Uma curva padrao foi executada simultaneamente com cada conjunto de
amostras, e a densidade oOptica a 550 nm (OD550) foi medida usando um leitor de
microplacdo ELISA3?

O dano oxidativo em lipidios foi avaliado em gordura mesentérica dos animais

através da formacdo de substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS),



conforme anteriormente descrito por Draper e Hadley'®. A formacdo de TBARS
durante uma reacdo acido-aquecimento é amplamente adotada como um método
sensivel para a medicdo da peroxidagdo lipidica. Nesta técnica, as amostras serao
misturadas com 1 ml de &cido tricloroacético 10% e 1 ml de acido tiobarbiturico 0,67%.
Posteriormente, aquecidas em banho de agua fervente (100°C) durante 30 min. Os
equivalentes de malondialdeido determinados pela absorbancia em 532 nm.

O dano oxidativo a proteinas foi realizado em gordura mesentérica dos animais,
e a avaliacdo através da determinacdo de grupamentos carbonilas em proteinas
oxidadas, com base na reacdo com dinitrofenilhidrazina, conforme método descrito
por Levine e colaboradores 1%, Nesta técnica as proteinas sdo precipitadas por adigcdo
de &cido tricloroacético a 20% e dissolvidas em dinitrofenilhidrazina. A absorbancia é
avaliada em 370 nm e os resultados expressos em nmol de proteinas carboniladas
por mg de proteina (hmol/mg proteina). Todas as técnicas foram comparadas as
proteinas determinadas pelo método de Lowry et al ®°, e a albumina sérica bovina

utilizada como padréo.

3.5.8 Andlise de defesa antioxidante

A atividade da enzima antioxidante SOD foi determinada em gordura
mesentérica dos animais pela inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina medida
espectrofotometricamente, conforme descrito por Bannister e Calabrese'®?. A técnica
baseia-se na inibicdo da reacao do radical O2 com adrenalina, composto que se auto-
oxida com variagéo de pH. A oxidacao da adrenalina leva a formacgéo de adrenocromo
e a atividade da SOD foi determinada medindo-se a velocidade de formacao do
adrenocromo, determinada espectrofotometricamente a 480 nm, em um meio de
reacdo contendo glicina-NaOH (50 mM em pH 10,2) e adrenalina 60 mM. Os
resultados foram ser expressos em U/mg de proteina.

A atividade da enzima antioxidante CAT foi determinada em gordura
mesentérica dos animais medindo-se a taxa de decaimento da absorbancia do H202
em 240nm, conforme técnica descrita por Aebi %3, Nesta técnica, os tecidos séo
homogeneizados em tampéo fosfato (pH 7,4) e centrifugados durante 10 min. Na
sequéncia, a um meio de reacéo foi adicionado amostra e 1mL de substrato contendo



H202 e tampéao fosfato. As absorbancias iniciais e finais foram registradas em 1 e 6
min, respectivamente.
Todas as técnicas foram comparadas as proteinas determinadas pelo método

de Lowry et al %, e a albumina sérica bovina foi utilizada como padréo.

3.6 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O presente projeto de pesquisa foi submetido a avaliagédo da Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina e aprovado com
o protocolo 21.008.4.01.1V. A utilizac&o dos animais seguiu o0s Principios de Cuidados
de Animais de Laboratorio (Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de
Saude dos Estados Unidos da América, NIH, publicacdo numero 80-23, revisada em
1996), assim como a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para
Fins Cientificos e Didaticos (DBCA), publicada em 2013 pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagao Animal (CONCEA).

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

As analises foram realizadas utilizando InStat Statistical Software (GraphPad,
La Jolla, CA, EUA). As comparacdes entre 0s grupos experimentais foram realizadas
utilizando o teste t de student e as comparagdes entre trés grupos ou mais foram
realizadas utilizando analise de variancia (ANOVA) seguido pelo post hoc de Tukey.
Os resultados foram apresentados em média + desvio padrdo e a significancia

estatistica considerada para valores de p<0,05.
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RESUMO

Introducédo: A obesidade é uma doenga caracterizada pelo excesso de gordura
corporal, que desencadeia inflamagéo e estresse oxidativo, diante disso, se torna
necessario a busca por terapias visando a diminuicédo dessas alteracdes. Diante disso,
a nanotecnologia despertou interesse por ser promissora em tratamentos de doencas
inflamatoérias e com estresse oxidativo. Dentre 0s nanomateriais, as nanoparticulas de
ouro (AuNPs) sao utilizadas em pesquisas como anti-inflamatéria e antioxidante. Além
disso, a carnitina também pode contribuir no tratamento da obesidade, uma vez que
atua translocando acidos graxos de cadeia longa do citoplasma para mitocéndria,
facilitando a oxidacdo destes. Objetivo: Investigar os efeitos das AUNPs associada a
carnitina sobre parametros inflamatérios e bioquimicos em gordura de animais
submetidos a obesidade induzida por dieta. Metodologia: AuNPs foram sintetizadas
para obter-se nanoparticulas esféricas com tamanho médio de 20nm e associadas a
carnitina. A caracterizacao foi realizada por espectroscopia de UV-vis, diametro da
nanoparticula e analise do potencial zeta. Para os ensaios in vivo, camundongos
Swiss machos receberam dieta normolipidica (grupo controle) ou dieta hiperlipidica
(grupo obeso) por 10 semanas. Na sexta semana, os grupos foram divididos para o
tratamento diario com salina ou AuNPs (70ug/Kg) ou carnitina (500mg/Kg) ou AuNPs
associadas a carnitina. O peso corporal foi acompanhado semanalmente.
Posteriormente, os animais foram mortos e a gordura mesentérica removida, pesada
e utilizada na avaliacdo inflamatéria e estresse oxidativo. Resultados: Os animais do
grupo obeso atingiram pesos com significancia estatistica devido a alimentacéo
hiperlipidica. Foi observado um aumento em IL-6 e IL-13 no grupo ndo obesos
tratados com AuNPs+carnitina. No entanto, ndo foram observadas diferencas
significativas relevantes em IL-6, IL-1B e IL-10 nos demais grupos. Com relagdo aos
parametros oxidativos, os resultados sugerem a produgdo de dano oxidativo nos
animais obesos, com ou em tratamento, sendo que o tratamento com AuNPs+carnitna
foi mais expressivo em alguns parametros, incluindo no grupo de animais n&o obesos.
Conclusao: A associacao de AuNPs e carnitina gerou efeitos negativos no grupo
sem obesidade e né&o reverteu as alteracdes causadas pela obesidade, acredita-se

gue a associacao dessas moléculas em organismo saudavel gere estresse e danos.



Palavras chaves: Obesidade. Nanoparticula de ouro. Carnitina. Inflamacao. Dano

oxidativo.

1. INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca cronica nao transmissivel que tem crescido de
forma alarmante nos ultimos anos, sendo considerada pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) uma epidemial. Esta doenca é multifatorial e esta relacionada
principalmente ao comportamento alimentar inadequado, estilo de vida, fatores
genéticos e ambientais?.

A obesidade é caracterizada pelo acumulo anormal de gordura no tecido
adiposo de forma que pode comprometer a salude do individuo>3#. Deste modo,
distarbios hormonais, como a resisténcia a leptina, que atua no controle da saciedade,
e resisténcia a insulina, que é responsavel pelo metabolismo de glicose, fazem parte
da fisiopatologia da obesidade®. Nesse sentido, o acimulo de gordura no tecido
adiposo resulta em hiperplasia e hipertrofia de adipécitos e, por consequéncia, hipdxia
tecidual® desencadeando o processo inflamatério’. Dessa forma, a obesidade é
considerada uma doenca inflamatoéria de baixo grau, pois ao gerar hipoxia no tecido
adiposo ocorre o0 recrutamento de macrofagos iniciando o processo inflamatoério,
devido a producéo excessiva de mediadores pré-inflamatérios®. Consoante a isso, a
obesidade também é capaz de promover o estresse oxidativo, que pode atuar como
causa e consequéncia do processo inflamatério, comprometendo a funcédo
mitocondrial e desencadeando o dano em componentes lipidicos, proteicos e ao
material genético, culminando em graves desafios para sobrevivéncia celular®.

Embora a busca pelo entendimento da fisiopatologia e tratamento da obesidade
seja grande, ainda assim, sd0 necessarios mais estudos sobre abordagens
terapéuticas para esta finalidade. O mais recomendado para pacientes com obesidade
€ aderir a um estilo de vida saudavel, baseado em alimentacdo equilibrada e
exercicios fisicos!®. Embora existam medicamentos para tratar essa doenca, 0s
disponiveis no mercado apresentam efeitos colaterais importantes'!. Vale destacar
que muitos desses efeitos colaterais ocorrem por ndo possuirem acgéo seletiva, com
mecanismo de agdo sistémico!l. Sendo assim, torna-se interessante a busca cientifica
por novas estratégias farmacologicas para o tratamento da obesidade com foco no

processo inflamatério presente nessa doenca, visando a qualidade de vida e a



longevidade desses individuos 2. Atualmente, a pesquisa de novas terapias ja vem
sendo estudada, entre as quais se destaca a nanotecnologia como uma area
promissora, por ser altamente interdisciplinar e possuir uma ampla gama de
aplicacées, inclusive, na biogquimica e biotecnologia®34.

Dentre os nanomateriais disponiveis, existem as nanoparticulas de ouro
(AuNPs), que tem demonstrado apresentar acédo anti-inflamatéria e antioxidante!>16,
Além disso, as AuNPs representam a principal nanoparticula utilizada no campo
biomédico, sendo amplamente utilizadas para diversos objetivos como campo do
diagnéstico e no tratamento de doencas com fisiopatologia associada a inflamacéao, e
pela possibilidade de associacdo a outros materiais em sua superficie!”18, Devido a
sua escala nanométrica, a penetracdo em membranas celulares é facilitada, podendo
ser utilizada em uma gama de aplicacdes biomédicas'®. Outra caracteristica
interessante das AuNPs se da pelo fato de se conjugarem facilmente a outras
moléculas, como as que possuem grupamentos tidis e aminas na sua composi¢ao
quimica. Dessa forma, existe a possibilidade de funcionalizar e direcionar farmacos
para tecidos alvos?°, aumentando a efetividade do tratamento, além de exercer suas
propriedades intrinsecas, com efeito anti-inflamatério e antioxidante?!.

Em relacéo as possiveis associacfes das AuNPS, a carnitina demostrou alto
potencial de ligacdo??, sendo encontrada principalmente em alimentos de origem
animal, podendo também ser sintetizada de forma endégena?3. Essa molécula atua
na translocacéo de acidos graxos de cadeia longa do citosol para a mitocondria para
que ocorra a B-oxidacéo?*. Além disso, a carnitina também é essencial no efluxo de
grupos acetil e acil para fora da mitocondria, em situacbes em que a oxidagao
ultrapassa a demanda de energia, e, nesse caso, sem a carnitina ocorreria o acumulo
destes grupos na matriz mitocondrial?>. Da mesma forma, a carnitina jA demonstrou
possuir propriedades antioxidantes, agindo na prevencdo dos danos oxidativos?®.
Nesse sentido, torna-se necessaria a busca por terapias alternativas que visam
melhorar o quadro clinico desses individuos.

Dada a vasta utilizacdo de AuNPs para tratamento de doencas de carater
inflamatoério e a utilizagdo de carnitina como suplemento que otimiza a viabilidade
celular, este estudo é pioneiro em investigar os efeitos de ambas as terapias isoladas
e associadas na modulacao do processo inflamatdrio e estresse oxidativo na gordura

mesentérica em modelo animal de obesidade.



2. METODOS

2.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE OURO

AuNPs com tamanhos médios de 20 nm foram sintetizadas, a partir de reducéo
quimica do precursor metalico acido tetracloroaurico (HAuCl 4) (Sigma-Aldrich, MO,
EUA) com o agente redutor e estabilizante citrato de sddio (Nuclear, SP,Brasil).
Inicialmente, 100 mL de &cido tetracloroaurico, foi transferido para um baldo de fundo
redondo, a solucdo aquecida até 95°C e sob agitacdo. Solucdo de citrato de sddio,
previamente preparada, € entdo adicionada, e o sistema mantido a temperatura
descrita, agitando durante 20 minutos conforme Turkerich e colaboratores, 195127, A
solugéo adquiriu a coloracao correspondente ao tamanho.

A solucgédo de nanoparticulas de ouro foram inediatamente caracterizada empregando-
se as técnicas de espectroscopia de ultravioleta-visivel (UV-Vis), via monitoramento
da banda de superficie de plasmon ressonante, usando um espectrofotbmetro
modelo UV-1800. Para a espectrometria de UV-visivel, a medicdo da banda de
superficie de plasmon ressonante, realizada a temperatura ambiente num
espectrofotdmetro utilizando uma cubeta de quartzo com 1 cm de caminho 6tico. O
espectro eletrénico da solucao foi no valor de 532 nm para GNPs de 20 nm.

Para a caracterizacdo das nanoparticulas foi ainda realizado o potencial zeta
que é medido utilizando um equipamento NanoBrook Omni (Brookhaven Instruments
Corporation NY, EUA), com controle de temperatura e laser padréo vermelho 640 nm
de 40 mW, foram realizadas medi¢Ges da mobilidade eletroforética (UE) e convertidas
em valor em potencial (mV) pelo proprio software do equipamento, as medidas serao
em vinte ciclos com intervalo de 1 segundo para cada ciclo. As medidas foram
realizadas nas amostras dissolvidas em &agua deionizada, para as amostras
sintetizadas. As amostras terdo sua concentracdo acertada 1,0 mg/mL (solugcdo mae),
e em seguida diluidas na propor¢édo de 1/30 para posterior leitura. As leituras seréo

realizadas a 25°C.

2.2 CONJUGACAO DE CARNITINA A NANOPARTICULA DE OURO



A conjugacédo das nanoparticulas de ouro e carnitina foi realizada adicionando
a carnitina na AuNPs, essa mistura ficou em agitacdo por 1 hora em temperatura
ambiente, para que ocorra a rea¢ao. A concentracdo de carnitina foi de 500mg/ml em
AuNPs?8, a qual foi a concentracdo minima testada previamente capaz de ligar a

nanoparticula.

2.3 ANIMAIS

Foram utilizados 96 camundongos Swiss machos (Mus musculus) com 40
dias de idade, pesando inicialmente entre 30-40g. Os camundongos tinham livre
acesso a agua e racao e mantidos em ciclos de claro/escuro de 12 horas cada em
temperatura de 23+1°C. Foram divididos em grupos com diferentes dietas e

tratamento:

- DPS = Dieta padrao + Salina (grupo controle + salina) (n=12);

- DPA = Dieta padrao + AuNPs (grupo controle + AuNPs) (n=12);

- DPC = Dieta padréo + Carnitina (grupo controle + Carnitina) (n=12);

- DPAC = Dieta padrdo + AuNPs + Carnitina (grupo controle + AuNPs + Carnitina)
(n=12);

- DHS = Dieta hiperlipidica + Salina (grupo obeso + salina) (n=12);

- DHA = Dieta hiperlipidica + AuNPs (grupo obeso + AuNPSs) (n=12).

- DHC = Dieta hiperlipidica + Carnitina (grupo obeso + Carnitina) (n=12);

- DHAC = Dieta hiperlipidica + AuNPs + Carnitina (grupo obeso + AuNPs + Carnitina)
(n=12);

Foi iniciada a indugdo de obesidade com alimentacdo hiperlipidica por 10
semanas, sendo 6 semanas sem tratamento e 4 semanas com tratamento. Ao final
das 6 semanas foi iniciado o tratamento com nanoparticulas de ouro de 20 nm com
concentracdo de 70ug/kg?® associado ou ndo a 500mg/kg3® de carnitina, por 4
semanas, 1 vez ao dia. Ao final das 4 semanas foi realizada a eutanasia dos animais

para retirada da gordura mesentérica (Figura 2).
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Figura 1 - Desenho experimental: Na semana 1 foi iniciada a inducéo da obesidade
com racao hiperlipidica que continuou até a 102 semana, sendo que na 72, 82, 92 e 102
semana foram associados os tratamentos. Ao final da 112 semana, foi realizada a

eutanasia e retirada da gordura mesentérica.

2.4 TRATAMENTO DE NANOPARTICULA OURO ASSOCIADO A CARNITINA

Os animais dos grupos Carnitina, AUNPS e AuNPs associada a carnitina,
receberam o tratamento por 4 semanas apés a inducdo da obesidade, uma vez ao
dia, via intraperitoneal. A concentracdo de AuNPs+Carnitina foi de 500mg/ml, o grupo
AuNPs recebeu 70ug/ml de AuNPs, e o grupo carnitina recebeu 500mg/kg de carnitina
diluida em salina. Ja4 os grupos controles com ou sem obesidade receberam apenas

salina no mesmo tempo que o grupo tratamento.

2.5 REMOCAO DOS TECIDOS

Vinte e quatro horas ap0s a Uultima administracdo, os animais foram
eutanasiados a cavidade abdominal aberta, e o tecido adiposo da regido mesentérica
foi retirado e pesado em balanca de alta precisdo. Apds o tecido removido, parte da
amostra foi encaminhada para analise de perfil inflamatério e o restante da estrutura

também foi rapidamente isolada para realizacdo das analises parametros oxidativos.

2.6 ANALISE INFLAMATORIA



Os niveis de IL-6,L-1p3 e IL-10 foram determinados na gordura mesentérica dos
animais pela técnica de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) em leitor de
microplacas com a utilizagdo de kit comercial, seguindo as recomendacdes do
fabricante. Os resultados foram expressos em picogramas por mililitro (pg/ml). Todas
as técnicas foram comparadas as proteinas determinadas pelo método de Lowry et al

31 e a albumina sérica bovina foi utilizada como padréo.

2.7 ANALISE DE DANO OXIDATIVO

As concentracfes de nitrito/nitrato foram avaliadas espectrofotometricamente
na gordura mesenterica usando reagentes griess (1% sulfafilamida em &cido fosférico
de 5% e 0,1% N-1-naftilethylenediamine dihidrochloride em H20 bi-destilado) e vandio
(ll). Uma curva padrdao foi executada simultaneamente com cada conjunto de
amostras, e a densidade optica a 550 nm (OD550) foi medida usando um leitor de
microplacdo ELISA®.

O dano oxidativo em lipidios foi avaliado na gordura mesentérica dos animais
através da formacdo de substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS),
conforme anteriormente descrito por Draper e Hadley33. A formacdo de TBARS
durante uma reacdo acido-aquecimento € amplamente adotada como um método
sensivel para a medicdo da peroxidacéo lipidica. Nesta técnica, as amostras foram
misturadas com 1 ml de &cido tricloroacético 10% e 1 ml de acido tiobarbitarico 0,67%.
Posteriormente, aquecidas em banho de agua fervente (100°C) durante 30 min. Os
equivalentes de malondialdeido foram determinados pela absorbancia em 532 nm.

O dano oxidativo a proteinas foi realizado na gordura mesentérica dos animais,
e a avaliacdo através da determinacdo de grupamentos carbonilas em proteinas
oxidadas, com base na reagdo com dinitrofenilhidrazina, conforme método descrito
por Levine e colaboradores34. Nesta técnica as proteinas séo precipitadas por adi¢éo
de acido tricloroacético a 20% e dissolvidas em dinitrofenilhidrazina. A absorbancia foi
avaliada em 370 nm e os resultados expressos em nmol de proteinas carboniladas
por mg de proteina (nmol/mg proteina). Todas as técnicas foram comparadas as
proteinas determinadas pelo método de Lowry et al®!, e a albumina sérica bovina

utilizada como padréo.



2.8 ANALISE DE DEFESA ANTIOXIDANTE

A atividade da enzima antioxidante SOD foi determinada na gordura
mesentérica dos animais pela inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina medida
espectrofotometricamente, conforme descrito por Bannister e Calabrese3®. A técnica
se baseia na inibicdo da reacdo do radical O2 com adrenalina, composto que se auto-
oxida com variacdo de pH. A oxidacao da adrenalina leva a formagao de adrenocromo
e a atividade da SOD foi determinada medindo-se a velocidade de formacdo do
adrenocromo, determinada espectrofotometricamente a 480 nm, em um meio de
reacdo contendo glicina-NaOH (50 mM em pH 10,2) e adrenalina 60 mM. Os
resultados foram expressos em U/mg de proteina.

A atividade da enzima antioxidante CAT foi determinada na gordura
mesentérica dos animais através da taxa de decaimento da absorbancia do H202 em
240nm, conforme técnica descrita por Aebi 36, Nesta técnica, o tecido foi
homogeneizado em tampé&o fosfato (pH 7,4) e centrifugado durante 10 min. Na
sequéncia, a um meio de reacao foi adicionado amostra e 1mL de substrato contendo
H202 e tampéo fosfato. As absorbancias iniciais e finais foram registradas em 1 e 6
min, respectivamente.

Todas as técnicas foram comparadas as proteinas determinadas pelo método

de Lowry et al 3, e a albumina sérica bovina utilizada como padréo.

2.9 ANALISES ESTATISTICAS

As analises foram realizadas utilizando InStat Statistical Software (GraphPad,
La Jolla, CA, EUA). As comparacdes entre 0s grupos experimentais foram realizadas
utilizando o teste t de student e as comparagfes entre trés grupos ou mais foram
realizadas utilizando analise de variancia (ANOVA) seguido pelo post hoc de Tukey.
Os resultados foram apresentados em média + desvio padrdo e a significancia

estatistica considerada para valores de p<0,05.

3. Resultados



3.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE OURO DE 20NM;

A solucdo de AuNPs produzida assumiu a coloracdo roxa, uma caracteristica
de AuNPs de 20 nm. O tamanho dos AuNPs foi caracterizado medindo a absorbancia
com varredura de comprimento de onda (A) de 400 a 700nm em um espectrofotbmetro
na faixa UV-vis. As AuNPs de 20 nm atingiram AbSmax 440 e Amax de 525,00nm
conforme a Figura 2, seguindo em conformidade com outros autores que ja relataram
esses mesmos achados. Com a associacdo de carnitina as AuNPs, estas atingiram
AbSmax 259 e Amax de 527,00nm conforme a Figura 2, comprovando uma mudanca na

estrutura e sugerindo a ligacao das moléculas.

* AuNPs N

* AuNPs + carnitina ™~

400,00 £00,00 £00,00

Figura 2 Caracterizagdo de AuNPs e AuNPs associada a carnitina

Associagdo de AuNPs e carnitina foi determinada pelo didmetro da molécula e
com a metodologia de potencial zeta, a qual faz a medicdo do potencial elétrico de
superficie, importante para prever estabilidade da molécula. Quando o potencial zeta
se encontra entre 30mV e -30mV, é sugerida uma maior probabilidade de agregacéo.
A partir dos resultados sugere-se que houve a associacdo de AuNPs devido as

diferencas de potencial zeta e diametro.

Grupo Potencial Zeta (mV) Diametro (nm)

AuNPs -16,66 27,08

AUNPSs + carnitina -18,73 59,14



Tabela 1 Potencial zeta demonstra o potencial isoelétrico de superficie que influéncia na
estabilidade da molécula

3.2 Peso corporal

Para o presente estudo foi necessario induzir obesidade em animais, sendo
que estes receberam alimentacdo hiperlipidica por 10 semanas e aumentaram
significativamente o peso a partir da 22 semana (Figura 3). Estudos anteriores?°-38
demonstram também que a partir da 5% semana de alimentacdo hiperlpidica os
animais tendem a atingir a obesidade, isso pois, quando comparado com animais que
recebem alimentagdo normolipidica encontra-se uma diferenga significativa entre os

pesos corporais.
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Figura 3. Peso corporal de camundongos submetidos a dieta hiperlipidica e tratados com AuNPs,
cartinitina ou associacao de AuNPs e carnitina.. Os dados séo expressos pela média + desvio padréo
e analisados por ANOVA com teste post-hoc Tukey. * p < 0.05 comparado a semana anterior, # p <

0.05 comparado os grupos dieta padrdo, & p < 0.05 comparados os grupos obesos.

3.3 PESO DA GORDURA MESENTERICA



O peso da gordura mesentérica avaliado apos 10 semanas de experimento
apresentou acumulo significativo nos grupos com alimentacdo hiperlipidica quando
comparado com o0s grupos de alimentacdo normolipidica. Dentre 0s grupos
considerados obesos, ocorreu uma diferenca no peso da gordura mesentérica nos
grupos com tratamento DHC e DHAC quando comparados com 0 grupo obeso sem

tratamento.
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Figura 4. Peso da gordura mesentérica de camundongos submetidos a dieta hiperlipidica e tratados
com AuNPs, cartinitina ou associacao de AuNPs e carnitina.. Os dados sdo expressos pela média +
desvio padrao e analisados por ANOVA com teste post-hoc Tukey. * p < 0.05 comparado ao grupo

controle dieta padrédo, # p < 0.05 comparado ao grupo controle dieta hiperlipidica.

3.4 PERFIL INFLAMATORIO NA GORDURA MESENTERICA DE CAMUNDONGOS

O parametro inflamatério na gordura mesentérica foi obtido através da
determinacdo de interleucinas pro-inflamatérias e anti-inflamatorias. A IL-6, € uma
citocina pro-inflamatoéria, que se apresentou alterada significativamente no grupo
DPAC quando comparado com o grupo DPS demonstrando que o tratamento em

animais nao obesos causou um efeito inflamatério inesperado. No grupo DHAC pode



ser observada uma diminuicéo significava quando comparado com o grupo DHS, que
de forma geral indica que o tratamento foi eficaz em reducédo o processo inflamatorio
causado pela obesidade, além disso quando comparado grupo DPS e DHS néo foi
identificado diferenca significativa e isso indica que a obesidade n&o promoveu de

forma significativa processo inflamatorio.
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Figura 6. Avaliagdo de interleucina 6 em gordura mesentérica de camundongos submetidos a dieta
hiperlipidica e tratados com AuNPSs, cartinitina ou associagdo de AuNPs e carnitina.. Os dados séo
expressos pela média + desvio padrao e analisados por ANOVA com teste post-hoc Tukey. * p < 0.05

comparado ao grupo controle dieta padrédo, # p < 0.05 comparado ao grupo controle dieta hiperlipidica.

A IL-18, de acgdo pro-inflamatodria, demonstrou-se alterada significativamente
apenas no grupo DPAC guando comparado com o grupo DPS indicando mais uma
vez que esse tratamento pode nao ser eficaz em condicbes em que nao haja efeito
inflamatorio instalado. No entanto, no grupo DHAC mesmo que nao seja significativa,
pode ser observada uma tendéncia a diminuicdo quando comparado com 0 grupo
DHS, indicando que quando aplicado em um individuo com obesidade, esse

tratamento pode evitar a progressao do processo inflamatorio.
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Figura 7. Avaliacdo de IL-13 em gordura mesentérica de camundongos submetidos a dieta
hiperlipidica e tratados com AuNPs, cartinitina ou associa¢gdo de AuNPs e carnitina.. Os dados sao
expressos pela média + desvio padrao e analisados por ANOVA com teste post-hoc Tukey. * p < 0.05

comparado ao grupo controle dieta padréo.

Em relacdo a avaliagdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 na gordura
mesentérica, ndo encontramos nenhuma diferenca significativa entre os grupos.
Contudo observou-se que ha uma tendéncia de aumento no grupo DPAC quando
comparado com o grupo DPS e uma tendéncia a diminui¢cdo no grupo DHAC quando
comparado com o grupo DHS, seguindo a mesma propenséao dos resultados de IL-13
e IL-6. Dessa forma entédo ressalta a coeréncia entre os resultados de parametros pro

e anti-inflamatoérios.
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Figura 8. Avaliacdo de IL- 10 em gordura mesentérica de camundongos submetidos a dieta
hiperlipidica e tratados com AuNPs, cartinitina ou associacdo de AuNPs e carnitina.. Os dados sao

expressos pela média + desvio padréo e analisados por ANOVA com teste post-hoc Tukey.

3.4 DANO OXIDATIVO A PROTEINAS E LIPIDEOS NA GORDURA MESENTERICA
DE CAMUNDONGOS

Para avaliagcdo de dano oxidativo em lipidios foi realizado a técnica TBARS,
onde foi identificado o aumento de dano nos grupos obesos quando comparados aos
grupos com alimentagcdo padréo, indicando que os tratamentos utilizados nesse
estudo ndo foram eficientes em reduzir a peroxidagéo lipidica nos animais com
obesidade.
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Figura 9. Avaliagdo de dano em lipidios em gordura mesentérica de camundongos submetidos a dieta
hiperlipidica e tratados com AuNPSs, cartinitina ou associacdo de AuNPs e carnitina.. Os dados sao
expressos pela média + desvio padrao e analisados por ANOVA com teste post-hoc Tukey. * p < 0.05

comparado ao grupo controle dieta padréo, # p < 0.05 comparado ao grupo controle ddieta hiperlipidica.

O dano oxidativo em proteinas foi avaliado pela carbonilacdo proteica, onde
observamos reducéao significativa na formacao de grupamentos carbonil nos grupos
DHA e DHC. Em contrapartida, a associacdo de ambos os tratamentos no DHAC nao
foi capaz de reduzir os niveis de carbonilagdo proteica, incrementando

significativamente um efeito contrario.
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Figura 10. Nivel de carbonilac@o de proteinas em gordura mesentérica de camundongos submetidos
a dieta hiperlipidica e tratados com AuNPs, cartinitina ou associagdo de AuNPs e carnitina.. Os dados
sao expressos pela média + desvio padrao e analisados por ANOVA com teste post-hoc Tukey. *p<0.05
quando comparado ao grupo controle dieta padrdo, #p< 0.05 quando comparado ao grupo controle

dieta hiperlipidica.

A avaliacdo da concentracao de nitrito/nitrato (N/N) na gordura mesentérica
mostrou-se elevada significativamente nos grupos com obesidade e DPAC,
demonstrando que nenhum tratamento conseguiu reverter a producédo de espécies
reativas de nitrogénio (ERNs) causada pela obesidade. Além disso, 0 grupo com
animais controles e tratados com a associacdo de AuNPs e carnitina também

demonstrou producdo ERNSs.
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Figura 11. Concentracdo de N/N em gordura mesentérica de camundongos submetidos a dieta
hiperlipidica e tratados com AuNPSs, cartinitina ou associagdo de AuNPs e carnitina.. Os dados séo
expressos pela média + desvio padrao e analisados por ANOVA com teste post-hoc Tukey. * p < 0.05

comparado ao grupo controle dieta padréo.

Para verificacdo de defesa antioxidante foi analisada a atividade da enzima
SOD, que se mostrou elevada significativamente nos seguintes grupos: DPAC, DHS,
DHA e DHC. Diante dos resultados, observa-se que 0 organismo conseguiu
efetivamente detectar o dano causado e promoveu a sinalizagcdo para o incremento
na producado de defesas antioxidantes. Em contrapartida, no grupo obeso DHAC, ndo

foram observados resultados significativos em relagcdo aos niveis de SOD.



SOD gordura

0.20 - S
2 0.5 % "
Q *
° T
—
Q. 0.104 .I.
£ T
D 0.054
o.oo-i T : T T
2 9 2 2 2 D 2 2
¢ & & & S & & &S
@ © & & & & & &
x Xv 0@ o@ x Xv. é o’b
¥ e x x L .0 xo x
FEPFE T L&
Ff S &Sy OO0 FS
Y L ¥ ¢
¢) 2 ox
\$°\ ~o°")
& °©
Grupos

Figura 12. Atividade de SOD em gordura mesentérica de camundongos submetidos a dieta
hiperlipidica e tratados com AuNPSs, cartinitina ou associagdo de AuNPs e carnitina.. Os dados sao

expressos pela média + desvio padrao e analisados por ANOVA com teste post-hoc Tukey. * p < 0.05

comparado ao grupo controle dieta padréo.

Em relacdo a analise da enzima CAT, foi identificada a reducdo na sua
atividade quando comparados os individuos obesos com nédo obesos. Nesse trabalho,
ambos os tratamentos nao foram capazes de reverter a situacéo, o que pode estar
relacionada ao esgotamento desse componente enzimatico do sistema antioxidante,

ViSto que nesses grupos encontramos a presenca de dano oxidativo.
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Figura 13. Atividade da enzima CAT em gordura mesentérica de camundongos submetidos a dieta
hiperlipidica e tratados com AuNPSs, cartinitina ou associagdo de AuNPs e carnitina.. Os dados séo
expressos pela média + desvio padrédo e analisados por ANOVA com teste post-hoc Tukey. *p<0.05

comparado ao grupo controle dieta padrao.

4 DISCUSSAO

Com o objetivo de padronizar o nanomaterial utilizado para o tratamento, neste
estudo as AuNPs foram sintetizadas e caracterizadas através de espectroscopia UV-
vis. Esta € uma técnica utilizada com frequéncia para a determinar a conjugacao de
nanoparticulas. Neste caso, a mudanca no pico de absorcdo € detectada quando as
nanoparticulas sdo reabsorvidas ou adsorvidas com proteinas ou outras moléculas®®.
Neste estudo, o pico encontrado para as AuNPs foi de 525,00nm, estando de acordo
estudo anterior®’. Apés a associacéo de carnitina o pico permanece, porém o aumento
no comprimento de onda para 527,00nm caracteriza a ligagéo.

A conjugacao provoca uma alteracdo no padrao de oscilacdo dos elétrons da
banda de condugcdo de maneira semelhante ao aumento do tamanho da
nanoparticula. Sendo este aumento apds a conjugacdo das nanoparticulas com
proteinas, devido a modificacdo da superficie com a adicdo da camada de proteina.
Esta camada altera o indice de refracdo da superficie do meio de incorporacéao. Além

disso, durante a ligagdo covalente com &cido nucleico ou proteina, os grupamentos



tiol ou a ligacéo tiol-ouro perturbam a nuvem de elétrons de conducao na particula. A
eletrodensidade reduzida, por sua vez, culmina no aumento do pico do comprimento
de onda®%6,

Como mostrado na Tabela 1, ambos compostos apresentaram tamanho
nanometrico e potencial zeta negativo, apresentando forca repulsiva suficiente para
obter uma boa estabilidade coloidal ao sistema®%3. As AuNPs conjugadas com
carnitina apresentaram um potencial zeta menor do que as AuNPs isoladas, sendo
que esta diferenca provavelmente esta relacionada com a maior concentracao de
substancias adsorvidas na superficie das AUNPs®4.

Estudos demonstram que a alta toxicidade de nanoparticulas positivamente
carregadas é explicada por sua capacidade de entrar facilmente nas células, em
contraste com as negativamente carregadas ou neutras. Isto ocorre devido a atracéo
eletrostatica entre as glicoproteinas da membrana celular que possuem carga
negativa®%. Uma comparacgédo dos efeitos citotdxicos de nanoparticulas com carga
positiva x carga negativa, em células HeLa e células NIH/3T3 mostrou que as
positivamente carregadas apresentaram maior toxicidade®’. Isso ocorre ndo apenas
porque nanoparticulas positivas penetram mais efetivamente através da membrana,
mas também porque elas se ligam mais fortemente ao DNA negativamente carregado,
causando danos e, como resultado, prolongamento da fase GO/G1 do ciclo celular.
Em contraste, nanoparticulas negativamente carregadas néo tém efeito sobre o ciclo
celular®6,

A fim de mimetizar mecanismos fisiopatolégicos da obesidade, o presente
estudo induziu um modelo animal de obesidade através da oferta de dieta rica em
gordura, a qual se mostrou eficiente devido ao aumento de peso corporal e diferencas
em pesos de gordura mesentérica ao fim de 10 semanas. Esses resultados vao ao
encontro a outros estudos?®-3® que confirmam e padronizam o modelo de obesidade
por dieta rica em gordura. Além do peso corporal, 0 aumento da gordura mesentérica
também pode ser utilizado como indicador de obesidade, que aumenta devido ao
excesso de nutrientes absorvidos provindos da dieta rica em gordura e armazenados
em forma de gordura no tecido adiposo. Nesse estudo, o tratamento com AuNPs
isolado néo interferiu nesse tecido, porém o tratamento com carnitina e carnitina
associado a AuNPs provocou uma reducéo no peso de gordura em relagcdo ao grupo
obeso nao tratado, mostrando o efeito principalmente da carnitina, pois aumenta a

oxidacao por atuar na translocacao de acidos graxos de cadeia longa para dentro da



mitocondria, dessa forma reduzindo a reserva energética®. Nesse sentido, as AuNPs
nao demonstraram interferéncia sobre o peso dos animais, mas sim em parametros
inflamatorios.

Estudos anteriores®4%4! demonstram que a obesidade provoca aumento em
mediadores inflamatérios, como IL-6 no tecido adiposo, por estimulos de leptina. No
presente estudo os resultados para niveis de IL-6 foram distintos, pois o grupo DHS
ndo apresentou diferenca significativa quando comparado ao grupo DPS, porém um
aumento no grupo DPAC em relacdo ao grupo DPS é observado. Esse resultado
sugere gue a concentracdo de leptina secretada pode nado ser suficiente para
estimulacao de citocinas pré-inflamatérias. De forma similar aconteceu com a IL-1 3,
onde estudos*?>*3 demonstram que a AuNPs reduz essa citocina, porém neste estudo
nao foi possivel afirmar o mesmo, uma vez que o grupo de animais com obesidade
sem tratamento ndo apresentou diferenca significativa, e somente no grupo DPAC
observa-se aumento significativo de IL-1 .

A IL10 é produzida principalmente por células imunes, embora ja ter sido
demonstrada importante para regulacdo da homeostase do tecido adiposo e
supressdo da inflamacéo**. Alguns estudos***> demostram que a diminuicdo de IL-
10 secretada por células T reguladoras protegeu contra os efeitos da obesidade
induzida por dieta, portanto esses dados sugerem que o bloqueio da sinalizacao de
IL-10 no tecido adiposo pode ter efeitos benéficos no cenério de obesidade e
resisténcia a insulina. Ao contrario do que se espera, a reducéo de IL-10 nem sempre
exacerba a inflamagao®.

Os efeitos inflamatérios das AuNPs associadas a carnitina observados na
gordura de animais ndo obesos e obesos foram claramente contraditorios. Essa
associacdo causou um efeito inflamatério em animais ndo obesos, sugerindo que a
nova estrutura formada pode ser potencialmente toxica ao individuo saudavel,
alteracao nao observada nos animais obesos. Diferente dos tecidos em homeostase,
o microambiente do tecido adiposo pode alterar a atividade de nanoterapéuticos?,
como ja demonstrado na literatura quanto as diferencas na farmacocinética de
farmacos administrados em individuos obesos?*’.

Assim como no perfil inflamatorio, observa-se que ndo houve modulagédo do
quadro de estresse oxidativo. Neste estudo, as AuNPs demonstraram efeitos néo
esperados, causando modificacdes oxidativas, representadas pela carbonilacdo de

proteinas e danos a lipideos. Em estudo anterior*®, foi realizado uma pesquisa para



verificar a toxicidade e dano causado por AUNPs néo revestidas, por administracédo
intraperitoneal. No estudo anterior foi relatada a presenca de peroxidacao lipidica
aumentada e estresse oxidativo, colaborando com os resultados da pesquisa atual.

Para avaliacdo dos efeitos das AuNPs deve ser considerado o tempo de
exposicdo -se aguda ou cronica-, pois estudos mostram a diferenca entre este
aspecto. A administracdo a longo prazo € associada com aumento em niveis de
TBARS, carbonilagédo de proteinas, producéo de espécies reativas de oxigénio EROs
e aumento na atividade da enzima SOD# semelhante aos resultados encontrados
neste estudo.

Uma variedade de nanoparticulas, incluindo particulas de metal e de 6xido
induzem aumento na produgdo de EROs como um dos principais mecanismos de
citotoxicidade®®. Estudos mostram que as nanoparticulas alteram as concentracdes
intracelulares de célcio, ativam fatores de transcricdo que modulam a producéo de
citocinas por meio da producéo de radicais livres®®. A presenca excessiva de EROs
pode causar prejuizo as respostas bioldgicas, resultando em um quadro de estresse
oxidativo. Este fenémeno é o resultado de um desequilibrio entre a producéo de EROs
e a capacidade de um sistema biolégico de desintoxicar os intermediarios reativos ou
reparar o dano’®"2,

Estudos’* 7> mostram a correlagdo entre a atividade da NADPH oxidase (NOX)
e aumento do estresse oxidativo na sindrome metabdlica’. O aumento na atividade
desta enzima leva a producao excessiva de ions superdoxidos em animais obesos, que
podem reagir com Oxido nitrico (NO) e formar ERNSs. Estas espécies tém a capacidade
de alterar os alvos biomoleculares, como lipidios, proteinas, DNA e antioxidantes de
baixo peso molecular. Aléem disso, o peroxinitrito pode reagir com outras EROs,
formando uma variedade de diferentes tipos de ERNs e causam estresse nitrosativo,
resultando em danos celulares e de 6rgdos’>7®.

A reducédo da atividade da CAT quando comparados 0s grupos obesos com
nao obesos, somada a producéo de N/N na gordura mesentérica nos mesmos grupos,
sugere o consumo da enzima antioxidante e a producdo de ERNs, sendo que o
tratamento nao foi capaz de reverter a producdo das ERNs causada pela obesidade.
Os mesmos parametros foram observados no grupo DPAC, sugerindo que o
tratamento combinado seja capaz de provocar danos oxidativo em animais nao

obesos.



Para manter as EROs e ERNs em niveis adequados, os tecidos tém
componentes antioxidantes que trabalham sinergicamente para reduzir a
citotoxicidade de radicais livres. Algumas enzimas possuem propriedades
antioxidantes, incluindo a SOD e CAT. Neste estudo, foi observado um aumento na
atividade da SOD para os grupos DPAC, DHS, DHA e DHC. Autores sugeriram que
as células aumentam a producao dessa enzima em resposta ao estresse oxidativo,
para impedir dano oxidativo mitocondrial’>’3. Por outro lado, o grupo DHAC n&o
apresentou diferencas em relagdo aos niveis de SOD, sugerindo que o tratamento
associado possa ter apresentado um efeito protetivo para este parametro.

Vale ressaltar que estes resultados estéo restritos ao tecido avaliado (gordura
mesentérica), podendo as diferengas entre a literatura e os achados deste trabalho
estarem relacionadas ao tecido avaliado, bem como ao tempo de exposi¢cdo. Dados
sobre estes parametros em outros tecidos seriam relevantes para confirmar e
esclarecer estes achados.

A maioria dos estudos atuais com AuNPs%%51  ytilizam associacdes a essas
moléculas ou até mesmo utilizam somente como carreadora, a escolha da molécula a
ser associada geralmente € algo ja bem conhecido na literatura e sabe-se suas acoes
no organismo, e a grande maioria tem efeito anti-inflamatério e antioxidante, efeitos
esses que podem estar contribuindo para que os efeitos de AuNPs isolados néo seja
visto.

Ao entrar no organismo o material nanoparticulado forma um revestimento de
biomoléculas conhecido como bicorona, que podem influenciar nas respostas
celulares, esse revestimento tende a variar em cada organismo. Em um estudo®? foi
demonstrado que AuNPs 20nm em soros de individuos com obesidade formou uma
bicorona com maior abundéancia de proteinas e lipideos (provavelmente impulsionado
pela dieta e doencga associadas) do que quando comparado com soros de individuos
saudaveis®. Ainda no estudo anterior®?, afirma-se que a diferenca na bicorona pode
alterar a resposta de macréfagos e dessa forma ativar ou nao resposta inflamatoria.
Em AuNPs isoladas a ligacao de proteinas dos individuos € mais abundante e isso
favorece a comunicacdo com células que geram resposta inflamatéria®. Com esse
mesmo raciocinio sugere-se que a diferenca encontrada no perfil inflamatorio entre o
grupo DHAC e DHA seja também por mudanca na formacdo de bicorona, pois em

diferentes nanoparticulas a bicorona® é formada com caracteristicas particulares,



portanto assim que é adicionado a cantina a AUNPs a superficie sofre alteracdes e,
consequentemente, forma uma bicorona com particularidades e efeitos diversos.

Neste estudo a escolha da associacdo de AuNPs a carnitina foi devido aos
efeitos benéficos descritos na literatura sobre a carnitina na atuagdo no metabolismo
de lipideos e a facil associacdo com AuNPs®6. Estudos demonstram os efeitos
benéficos de AuNPs em tratamentos de diversas doencas®’°8 e obesidade®®, a
associacdo de carnitina e AuNPs para tratamento de obesidade e avaliacdo de
inflamacdo e dano oxidativo em gordura mesentérica ndo foi encontrado efeitos
benéficos. Além disso, com o0s resultados aqui apresentados concluiu-se que a
associacdo de AuNPs e carnitina gerou efeitos negativos no grupo sem obesidade,
portanto acredita-se que ao entrar na célula normal, sem acumulo de acidos graxos,
a carnitina suplementada ndo desempenha a sua funcéo, e por esse motivo poderia
ser metabolizada e excretada rapidamente, mas devido a associacdo com AuNPs
essa excrecdo ndo acontece rapidamente e assim essas moléculas permanecem por
mais tempo dentro da célula gerando o estresse na mesma.

Os resultados aqui encontrados, foram relevantes pois demonstraram
divergéncias em relacdo a estudos anteriores de investigacdo dessas moléculas, as
quais geralmente demonstram resultados positivos em tratamentos de doencas
inflamatérias®*%, Portanto, ressalta-se a importancia da investigacdo dos efeitos
dessas moléculas em diferentes organismos, bem como em diferentes tecidos e

parametros para melhorar o entendimento do seu efeito no tratamento da obesidade.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados aqui, foram relevantes pois demonstrou
divergéncias em relacdo a estudos anteriores de investigacdo dessas moléculas, as
quais geralmente demonstram resultados positivos em tratamentos de doencas
inflamatorias. Para futuros trabalhos pode-se considerar alterar o tempo de inducgéo
da obesidade, iniciando o tratamento apds a 102 semana talvez dessa forma as
alteracdes em perfil inflamatorio e oxidativo mais expressivas devido ao tempo do
animal submetido ao modelo de obesidade a qual € considerada uma inflamacéo de
baixo grau. Outra investigagdo importante seria, avaliacdo semanal do perfil
inflamatorio e oxidativo, para assim dessa forma ter a certeza de qual momento inicia

a inflamacéo e com isso iniciar o tratamento..
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ANEXOS

ANEXO A- Parecer Aprovacdo do Comisséo de Etica no Uso de Animais

S50 umisul

Prd Reitoria Académica - PROAC
Comissio de Etica o Uso de Andmals [Res. OONSUN 86,7009 )

Falhoga, 30 de marpo de 2021
Registro na CELA M 21.008.4.01.10

Ao PesgusadonProlessocfa ) Gislane Tezza Reon

Prezadofa),

Wiemnos por medo deste, certiicar que a proposta de estudo afou projeto de pesquisa
intduviada “Avaliar os elefos de nanoparbiculas de owo assocada a camsbna &m animaiks
submetides a obesidade indunda por dieta®, registada com o n® 210084010, sob a
responsablidade de Gislaine Tezza Fezin - que envolve a marmfengdo ou uliizagdo de
modelas animais periencentes ao fio Chordats, subdio Veretvata {exosfo humanos), para fins
de pesquisa cientifica (ou ensing] < enconira-se de acondo com o preceitos da Led Federal
11.794, de B de outubro de 2008, do Decrefo re B.BSE, de 15 de julho de 2004, & com as
normars ediladas pelo Conselho Macional de Controle de Experimentaglo Animal [SONCEA),
e foi aprowvado pela COMISSAD DE ETICA MO USO DE ANBAS [CELW) desta Instiuigao,
=m rewurido de 19 de abnl de J0E.

A CELMAINISUL tem por finalidade cumprir e fazer cumprr, no dmbRo da UMIELL e
nos limikes de suas atribuigtes, os disposios na egislacdo Federal aplicavel & cracao,
manuiencio g a ubiZacho de animais em alvidades de ensano & de pesquisa, neal adas peks.
corpos docente, discente e Wonico-administativo da UMNISUL & pesquisadores de oulras
insifuktes, caracerzando-s= a =ua Juacdo como educabiva, consulbiva, de assessona e
Iml:aﬂ:nnmm:mﬂuu]m.mbmm:l-ﬂm;l-I.q;ll:
enquadramenio na legisiacio vigenie.

Gosfariames de sabenlar gue, embora  aprosado, gqualgquer  aBeracio  dos

precedimenios & mebsdologias que houser durantes a realzacdo 9o projeto em qusstlo, deverd
ser informada imedaaments 3 Comissda.
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