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RESUMO  

 

 

Introdução: A obesidade leva a uma inflamação no tecido adiposo que pode chegar no sistema 

nervoso central (SNC), levando ao estresse oxidativo e disfunção mitocondrial em estruturas 

cerebrais. Devido à falta de tratamentos efetivos para a obesidade, torna-se necessário a busca 

por novas alternativas terapêuticas. As nanopartículas de ouro (AuNPs), por servirem como 

carreadoras de fármacos, poderiam levar a carnitina até o tecido adiposo, para que assim atue 

nesse tecido, aumentando a oxidação de ácidos graxos, diminuindo a inflamação e, 

consequentemente reestabelecendo a homeostase cerebral. Objetivo: O objetivo desse estudo 

foi investigar os efeitos das AuNPs associada a carnitina sobre parâmetros neuroquímicos de 

camundongos submetidos à obesidade. Métodos: Foram utilizados 80 camundongos Swiss 

machos que receberam dieta normolipídica (grupo controle) ou dieta hiperlipídica (grupo 

obeso) por 10 semanas. Ao final da sexta semana, os grupos foram divididos para o tratamento 

diário com salina, AuNPs (70ug/Kg), carnitina (500mg/Kg) ou AuNPs associada a carnitina, o 

tratamento durou 4 semanas. O peso corporal foi acompanhado semanalmente. Ao fim da 

décima semana, foi realizada a eutanásia dos animais e a gordura mesentérica removida e 

pesada, assim como, as estruturas cerebrais isoladas para análises bioquímicas. Resultados: A 

obesidade levou a maior peso corporal, maior acúmulo de gordura mesentérica, danos 

oxidativos e disfunção mitocondrial no SNC, principalmente no hipocampo. O tratamento com 

AuNPs ou associação demonstrou ser efetivo na reversão do estresse oxidativo e na disfunção 

mitocondrial no hipocampo, já a carnitina isolada ou associada, demonstrou efeito mais 

acentuado a nível periférico, reduzindo o acúmulo de gordura mesentérica. Conclusão: 

Conclui-se que a associação de AuNPs com carnitina possa ser uma opção promissora para o 

tratamento da obesidade, desde que se tenha um controle dietético associado. 

 

Descritores: Obesidade. Estresse Oxidativo. Nanopartículas de Ouro. Carnitina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT  

 

 

Introduction: Obesity leads to an inflammation in adipose tissue that can reach the central 

nervous system (CNS), leading to oxidative stress and mitochondrial dysfunction in brain 

structures. Due to the lack of effective treatments for this disease, it is necessary to search for 

new therapeutic alternatives. Gold nanoparticles (GNPs), as they serve as drug carriers, could 

take carnitine to the adipose tissue, so that it acts in this tissue, increasing the oxidation of fatty 

acids, decreasing inflammation and, consequently, reestablishing cerebral homeostasis. 

Objective: The aim of this study was to investigate the effects of GNPs associated with 

carnitine on neurochemical parameters in mice subjected to obesity. Methods: Eighty male 

Swiss mice that received a normolipid diet (control group) or high fat diet (obese group) for 10 

weeks were used. At the end of the sixth week, the groups were divided for daily treatment with 

saline, GNPs (70ug/Kg), carnitine (500mg/Kg) or GNPs associated with carnitine, the treatment 

lasted 4 weeks. Body weight was monitored weekly. At the end of the tenth week, the animals 

were euthanized and the mesenteric fat removed and weighed, and the brain structures isolated 

for biochemical analysis. Results: Obesity led to greater body weight, greater accumulation of 

mesenteric fat, oxidative damage and mitochondrial dysfunction in the CNS, mainly in the 

hippocampus. Treatment with GNPs or association proved to be effective in reversing oxidative 

stress and mitochondrial dysfunction in the hippocampus, whereas carnitine alone or associated, 

demonstrated a more pronounced effect at the peripheral level, reducing the accumulation of 

mesenteric fat. Conclusion: It is concluded that the association of GNPs with carnitine can be 

a promising option for the treatment of obesity, provided there is an associated dietary control. 

 

Keywords: Obesity. Oxidative Stress. Gold Nanoparticles, Carnitine. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A obesidade é considerada uma doença crônica, sendo definida pela Organização 

Mundial de Saúde (OMS) como um acúmulo anormal ou excessivo de gordura, que apresenta 

risco à saúde1. Sabe-se que a obesidade tem causa multifatorial, porém seus principais fatores 

desencadeantes são o alto consumo calórico associado ao baixo gasto energético1,2. O excedente 

calórico é armazenado no tecido adiposo, aumentando o acúmulo de gordura corporal, 

principalmente na região abdominal, estando associada a alterações em parâmetros 

bioquímicos, como no perfil glicídico e lipídico3,4, corroborando com o desenvolvimento de 

comorbidades, tornando-se um grande problema de saúde pública5. 

Na expansão do tecido adiposo através da ingestão excessiva de nutrientes, há o que se 

chama de hipertrofia, aumento no volume dos adipócitos, e, hiperplasia, aumento no número 

de adipócitos6, levando ao estado de hipóxia7. A hipóxia, leva ao recrutamento e infiltração de 

macrófagos M1 para o tecido, estes responsáveis pelo aumento da produção de citocinas pró-

inflamatórias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina (IL) -1β, IL-6, e, de 

espécies reativas de oxigênio (EROs), levando a um estado pró-inflamatório8,9. 

A inflamação, por sua vez, pode chegar a nível cerebral, já que a região hipotalâmica 

não é totalmente protegida pela barreira hematoencefálica (BHE), fazendo com que, os ácidos 

graxos livres (AGL) e as citocinas pró-inflamatórias gerem uma neuroinflamação no local10.  

Com isso, há uma desregulação no controle alimentar e na saciedade11, bem como, um 

desequilíbrio no sistema de recompensa12, aliado ao estresse oxidativo13. O estresse oxidativo 

pode gerar danos a nível mitocondrial, danificando a integridade da mitocôndria14, bem como, 

a produção energética, acarretando em disfunção mitocondrial15. 

Essas alterações presentes na obesidade necessitam de tratamento específico, pois 

muitas vezes, o tratamento dietético isoladamente, nem sempre é eficaz16. Por esse motivo, 

comumente associa-se opções farmacológicas adjuntas ao tratamento. No entanto, os atuais 

tratamentos farmacológicos para obesidade, visam apenas a perda de peso, não possuindo por 

objetivo minimizar os danos cerebrais causados pela doença, além de serem conhecidos por 

causar diversos efeitos colaterais aos pacientes17. Sendo assim, faz-se necessário a 

implementação de novas opções terapêuticas, que visem não só a perda de peso, mas o 

reestabelecimento da homeostase metabólica. 

Dessa forma, a nanotecnologia demonstra ser uma área promissora para o tratamento de 

doenças, onde materiais com tamanhos de 1 a 100 nm são empregados para servir como 

ferramentas de diagnóstico de doenças, ou, para fornecer agentes terapêuticos a locais 



12 

 

específicos de maneira controlada18. As nanopartículas podem ser divididas em orgânicas e 

inorgânicas. Dentre as inorgânicas, destaca-se as nanopartículas de ouro (AuNPs), por suas 

propriedades ópticas, eletrônicas, redox e catalíticas, bem como, antioxidantes e anti-

inflamatórias19. Ademais, as AuNPs possuem a capacidade carrear fármacos e biomoléculas a 

tecidos e células alvo, conjugando-se facilmente a oligonucleotídeos, proteínas e peptídeos20.  

A carnitina, por ser um dipeptídeo possui alto potencial de ligação com AuNPs. E, sua 

principal função é o transporte de ácidos graxos de cadeia longa do citosol para a matriz 

mitocondrial, onde ocorre a β-oxidação21. Além disso, a carnitina pode atuar como um 

composto antioxidante e anti-inflamatório22,23. Desse modo, espera-se que a associação de 

AuNPs com carnitina, possa atuar na inflamação presente no tecido adiposo, e, por conseguinte, 

reestabelecer a funcionalidade cerebral.  

 

1.1 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1.1.1 Obesidade: Definição, epidemiologia e diagnóstico 

 

Sendo definida pela OMS como um acúmulo anormal ou excessivo de gordura, a 

obesidade é considerada uma doença inflamatória crônica de baixo grau, que apresenta risco à 

saúde1. Sabe-se que a obesidade tem causa multifatorial, porém seus principais fatores 

desencadeadores são o alto consumo calórico associado ao baixo gasto energético1,2. Esse 

excedente calórico é armazenado na forma de triglicerídeos no tecido adiposo, aumentando o 

acúmulo de gordura corporal, principalmente na região abdominal, estando associado a 

alterações em parâmetros bioquímicos, como níveis elevados de glicose, triglicerídeos, bem 

como alterações nos níveis de colesterol e suas frações3,4. Nesse sentido, a obesidade está 

relacionada ao desenvolvimento de comorbidades, como diabetes tipo 224 e doenças 

cardiovasculares25. Além disso, associa-se também a doenças respiratórias26, depressão27 e 

alguns tipos de cânceres5. 

A obesidade tornou-se um problema de saúde pública mundial, apresentando aumento 

dos casos em países desenvolvidos e em desenvolvimento. Dados da OMS indicam que, em 

2016 mais de 1,9 bilhão de adultos apresentavam excesso de peso, sendo destes 650 milhões 

com obesidade, perfazendo um total de 39% de adultos acima do peso e 13% com obesidade. 

Ainda a nível mundial, em 2019, 38 milhões de crianças de até 5 anos foram classificadas com 

sobrepeso ou obesidade1. Desse modo, estima-se que, em 2025, cerca de 2,3 bilhões de adultos 
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terão sobrepeso, 700 milhões terão obesidade e 75 milhões de crianças estarão com excesso de 

peso ou com alguma classificação de obesidade28. 

No Brasil, segundo a Vigilância de Fatores de Risco e Proteção para Doenças Crônicas 

por Inquérito Telefônico (VIGITEL), constatou-se que, em 2019, a frequência de excesso de 

peso em adultos foi 55,4%, já a frequência de obesidade foi de 20,3%, podendo perceber o 

aumento de 72% nos últimos treze anos, onde em 2006 esse número era de 11,8%29. Com 

relação à obesidade infantil, o Ministério da Saúde e a Organização Panamericana da Saúde 

apontam que, 12,9% das crianças brasileiras entre 5 e 9 anos de idade têm obesidade, assim 

como 7% dos adolescentes de 12 a 17 anos17. 

De acordo com os dados expostos, pode-se perceber o aumento de casos de obesidade, 

portanto, para um tratamento eficiente, é necessário que haja um diagnóstico correto do 

paciente. Nesse sentido, os métodos mais precisos são a ressonância magnética, a tomografia 

computadorizada, a pesagem hidrostática e a absorciometria com raio x de dupla energia 

(DEXA)17. No entanto, essas técnicas apresentam alto custo, dificultando sua utilização. Então, 

o método mais empregado e de mais fácil acesso é o cálculo do índice de massa corporal (IMC), 

onde divide-se o peso pela altura ao quadrado e com o resultado classifica-se o estado 

nutricional segundo a OMS. Nessa classificação, entende-se como sobrepeso o IMC de 25 

kg/m2 a 29,9 kg/m2 e obesidade o IMC igual ou superior a 30 kg/m2. Ainda é possível classificar 

de acordo com o grau de obesidade sendo de 30 a 34,0 kg/m2 obesidade grau I, 35 a 39,9 kg/m2 

obesidade grau II e igual ou acima de 40 kg/m2 obesidade grau III17,30.  

Apesar de muito válido e utilizado, o IMC é um método que não distingue massa gorda 

de massa magra, sendo assim, não é totalmente preciso17,30. Por isso, é interessante associar o 

IMC a outros parâmetros, como a medida da circunferência abdominal, onde considera-se 

102cm para homens e 88cm para mulheres como fatores de alto risco para o desenvolvimento 

de doenças31. Além desses, outros métodos de avaliação corporal também podem ser 

empregados, como as medidas das pregas cutâneas e a avaliação por bioimpedância, que 

mensura o percentual de gordura através da passagem de uma corrente elétrica pelo corpo do 

indivíduo. Esse método também diferencia a gordura abdominal/visceral da subcutânea, sendo 

essas, consideradas importantes parâmetros, visto que a distribuição anormal de gordura, 

principalmente o excesso de gordura visceral, é fator de risco para obesidade e suas 

comorbidades, o que acaba implicando  na sua fisiopatologia32.  

 

1.1.2 Fisiopatologia da Obesidade  
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 Após a identificação da obesidade, é necessário compreender os mecanismos 

fisiopatológicos dessa doença. Sabe-se que o tecido adiposo pode ser distribuído por todo corpo, 

distinguindo-se em dois tipos, o tecido adiposo marrom (TAM) e o tecido adiposo branco 

(TAB). O TAM é encontrado em sua maior parte em bebês, estando em menor quantidade em 

adultos, sua principal função é dissipar a energia através da produção de calor (termogênese), 

além de ser um tecido rico em mitocôndrias. Já o TAB, é responsável por armazenar o excesso 

de energia na forma de triglicerídeos, liberando-os em forma de ácidos graxos quando o corpo 

necessita de energia33. 

 Contudo, além de armazenar gordura, o TAB é considerado um órgão endócrino, que 

controla processos metabólicos, incluindo a homeostase de lipídios e glicose34. Tendo a 

capacidade de secretar substâncias denominadas adipocinas, que são peptídeos com função 

hormonal, relacionadas ao controle da ingestão nutricional, controle da sensibilidade à insulina, 

bem como mediadores do processo inflamatório35. Uma dessas adipocinas liberadas por este 

tecido é a adiponectina, que possui ação sensibilizadora da insulina, anti-inflamatória e 

angiogênica, porém na obesidade há uma queda na sua produção36.   

Outra adipocina produzida pelo tecido adiposo é a leptina, que possui papel em sinalizar 

a suficiência energética, ou seja, indicar saciedade37. Indivíduos com obesidade apresentam 

níveis circulantes altos de leptina, mas esses níveis não induzem a resposta de diminuição da 

ingestão alimentar, mostrando então, que esses indivíduos apresentam resistência a ação da 

leptina38. Opostamente a ação da leptina, tem-se a grelina, que é secretada pelo estômago em 

momentos de jejum, gerando a sensação de fome e induzindo a ingestão de alimentos. Níveis 

elevados de grelina são observados em pacientes com obesidade39.  

Intimamente ligada a homeostase da glicemia tem-se a insulina, juntamente com a 

adiponectina, a resistina e a visfatina40. De fato, a insulina é um hormônio relacionado ao 

metabolismo energético, sendo secretada pelas células beta pancreáticas, tendo função de 

sinalizar a entrada de glicose nas células41. Indivíduos com obesidade comumente apresentam 

resistência a ação da insulina. Isso se deve ao fato do acúmulo de AGL, bem como, da 

inflamação presente na obesidade, comprometerem a captura da glicose para dentro da célula42. 

Em consequência da menor captação de glicose, torna-se necessária uma maior produção de 

insulina pelo pâncreas para a manutenção dos níveis glicêmicos normais, aumentando assim, 

os níveis circulantes deste hormônio41. 

O presente desequilíbrio hormonal na obesidade favorece o consumo excessivo de 

nutrientes, com isso há uma expansão do tecido adiposo, resultando em hipertrofia dos 

adipócitos, aumentando a sua capacidade de armazenamento de lipídeos. Quando a capacidade 
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de armazenamento é saturada, há uma replicação adipocitária, originando adipócitos adicionais 

em um processo designado hiperplasia6. Com isso, há um estreitamento no espaço extracelular, 

comprimindo os vasos sanguíneos e, consequentemente, levando ao comprometimento da 

irrigação sanguínea e da distribuição de oxigênio no local, favorecendo o estado de hipóxia7.  

A hipóxia, por sua vez, leva a necrose adipocitária, com consequente liberação 

excessiva de quimiocinas, como a proteína quimiotática de monócitos-1, levando ao 

recrutamento e infiltração de monócitos da corrente sanguínea para o tecido, dando origem a 

macrófagos teciduais. Os macrófagos recrutados, sofrem uma mudança na distribuição, 

formando estruturas semelhantes a coroas ao redor dos adipócitos necróticos43. Esses 

macrófagos expressam fenótipo M1, ou seja, apresentam perfil pró-inflamatório, sendo estes, 

responsáveis pelo aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL -1β e 

IL-6 e de EROs, levando a um estado pró-inflamatório8,9 (Figura 1). 

 

 

Figura 1: Representação da inflamação do tecido adiposo na obesidade.  

Diferença no tamanho e no número dos adipócitos entre indivíduos magros e indivíduos com obesidade. Na 

obesidade observa-se hipóxia com consequente quadro inflamatório. IL-1β: interleucina - 1β; IL-6: interleucina -

6; iNKT: células T natural killer invariantes; T CD8: linfócitos T do agrupamento de diferenciação 8; Th1: T 

helper 1; Th2: T helper 2; TNF: fator de necrose tumoral; Treg: células T reguladoras. 

Fonte: Adaptado de Ahmed et al42 

 

Por isso, a obesidade é reconhecida como uma doença que leva a uma inflamação 

crônica de baixo grau, com aumento AGL circulantes e citocinas pró-inflamatórias, resultando 
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em uma alteração da homeostase de muitos órgãos, inclusive no sistema nervoso central (SNC), 

podendo ser afetado pela via do nervo vago, pelo plexo córoide ou através da BHE, gerando 

uma neuroinflamação10,44. 

 

1.1.3 Obesidade e Sistema Nervoso Central 

 

 A função cerebral pode ser afetada pelo alto consumo de dietas ricas em calorias e 

gordura saturada, pois modificam a microbiota intestinal, aumentando a inflamação e a 

permeabilidade do intestino, impactando na comunicação intestino-cérebro através do nervo 

vago45. Além disso, AGL circulantes, bem como, citocinas pró-inflamatórias, podem afetar a 

função cerebral46. De fato, os AGL podem ativar os receptores do tipo Toll 4 (TLR4), que estão 

localizados na membrana superficial das células imunes inatas, aumentando a inflamação 

mediada pelo fator nuclear kappa B (NF-κB). Por conseguinte, há o aumento do extravasamento 

de leucócitos, liberação de citocinas pró-inflamatórias e ativação da micróglia47. Ademais, a 

ativação da via do NF- κB, está relacionada à inibição dos hormônios anoréxicos insulina e 

leptina no hipotálamo, levando à insensibilidade a ação desses hormônios48.  

 A BHE é uma membrada composta por células endoteliais intimamente justapostas, que 

ficam alinhadas com os capilares, envolvendo todo o SNC, que atua impedindo ou dificultando 

a passagem de substâncias do sangue para o tecido nervoso49. No entanto, a BHE não protege 

a eminência mediana, e, sabe-se que o hipotálamo detecta nutrientes e hormônios circulantes 

por meio dessa região, que contém um sistema capilar único, e, integra os sinais de saciedade e 

estado nutricional para manter a homeostase metabólica, via sinalização neuroendócrina e 

autonômica. Portanto, o hipotálamo acaba não sendo totalmente protegido pela BHE, sendo 

esse fator contribuinte para que essa estrutura fique suscetível a fatores circulantes, como AGL 

e citocinas pró-inflamatórias, gerando neuroinflamação50.  

 O hipotálamo controla uma série de funções neuroendócrinas que regulam a homeostase 

energética, estando diretamente relacionado com a ingestão de alimentos10. Dessa forma, 

detecta e integra o feedback hormonal, que circulam em níveis proporcionais ao estado 

nutricional e às reservas do tecido adiposo11. Para essa função, o hipotálamo possui um sistema 

de melanocortina, que consiste em duas populações neuronais funcionalmente antagônicas, que 

estão localizadas no núcleo arqueado (ARC) do hipotálamo mediobasal. As projeções do ARC 

atingem os núcleos paraventriculares que contêm altos níveis do receptor para melanocortina 3 

(MC3R) e do receptor para melanocortina 4 (MC4R). Os subconjuntos de neurônios que atuam 

no ARC são os neurônios orexígenos, que contém o neuropeptídeo Y (NPY) e o neuropeptídeo 
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relacionado ao gene agouti (AgRP), e os neurônios anorexígenos, onde fazem parte a 

proopiomelanocortina (POMC) e o transcrito regulado por cocaína-anfetamina (CART). 

Ambas as populações neuronais expressam altos níveis de receptores que ligam hormônios e, 

respondem a estímulos metabólicos para controlar a ingestão de alimentos e o gasto 

energético51.   

No estado alimentado, foi demonstrado em modelo experimental, que há um aumento 

nos níveis circulantes de insulina e leptina, esses inibem os neurônios AgRP e ativam os 

neurônios POMC, o que desencadeia a sinalização de MC4R, levando à diminuição da ingestão 

energética e ao aumento do gasto energético, culminando em saciedade52. Em contrapartida, no 

jejum, a um aumento nos níveis circulantes de grelina, ativando os neurônios do AgRP, 

enquanto inibe a expressão de POMC, resultando em diminuição da sinalização de MC4R, 

ocasionando a estimulação do comportamento alimentar53. Por esses motivos, o hipotálamo é 

conhecido como o centro da saciedade.  

Embora o controle alimentar homeostático, realizado pelo hipotálamo, tenha grande 

influência no controle da ingestão de alimentos, ele não é o único. Dessa forma, o hipotálamo 

também exerce efeito sobre a regulação através da via hedônica, baseada no sistema de 

recompensa, que consiste principalmente em projeções dopaminérgicas, essas da área 

tegmental ventral e da substância nigra, para o córtex pré-frontal, o estriado e o núcleo 

accumbens54. Assim, o hipotálamo recebe sinais externos e se comunica diretamente com 

componentes do sistema de recompensa, ou seja, à medida que indivíduos com obesidade 

consomem alimentos em níveis acima da manutenção homeostática, o sistema de recompensa 

pode exercer mais controle sobre o impulso de comer55. Portanto, os circuitos homeostáticos e 

de recompensa atuam em conjunto para promover comportamentos alimentares em condições 

de privação e inibir a ingestão de alimentos em condições de saciedade56. 

Diante disso, certos alimentos, particularmente os hiperpalatáveis, ou seja, os ricos em 

açúcares e gorduras, geram recompensas que promovem a alimentação, mesmo na ausência da 

necessidade energética57. Isso se dá, por meio da liberação de dopamina (DA), que é um 

neurotransmissor chave na modulação de recompensas naturais e medicamentosas56. Desse 

modo, após a primeira exposição a uma recompensa alimentar (alimento hiperpalatável), há um 

disparo de DA da área tegmental ventral para o núcleo accumbens58. No entanto, com a 

exposição repetida à esse alimento, a resposta dopaminérgica se habitua e, é gradualmente 

transferida para os estímulos associados, como o cheiro da comida, que é então processado 

como um preditor, tornando-se uma sugestão condicionada à essa recompensa59.  
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A exposição a esses estímulos alimentares está diretamente relacionada ao desejo de 

comer. Assim, um indivíduo constantemente comerá um determinado alimento para 

experimentar esse sentimento prazeroso de recompensa, podendo levar a obesidade59. De fato, 

é visto que na obesidade há um comprometimento do sistema de recompensa, destacando 

anormalidades em regiões como córtex pré-frontal e estriado12. Aliado a isso, é visto que 

indivíduos com obesidade tem uma menor disponibilidade de receptores D2 para DA no corpo 

estriado60. A diminuição da sinalização dos receptores D2, provavelmente reduz a sensibilidade 

às recompensas naturais, um déficit que os indivíduos com obesidade podem se esforçar para 

compensar temporariamente comendo além do necessário61.   

Outra estrutura cerebral que também está intimamente relacionada a obesidade, é o 

hipocampo. Esse, está associado a regulação do humor, aprendizado e memória, bem como, 

está envolvido na regulação dos comportamentos alimentares por meio do processamento de 

processos mnemônicos62. Realmente, estudos sugerem possíveis efeitos da dieta obesogênica 

em prejudicar a plasticidade neural no hipocampo, o que, por sua vez, poderia contribuir para 

o declínio cognitivo, distúrbios emocionais, e, em comportamentos de hiperfagia63,64. Aliado a 

isso, estudo de imagem demonstra que, em indivíduos com obesidade, mas não em indivíduos 

eutróficos, o hipocampo mostra hiperativação em resposta a estímulos alimentares65. Em suma, 

a plasticidade sináptica hipocampal prejudicada, pode agravar quadros de obesidade66. 

Na obesidade, o excesso de nutrientes ingeridos, bem como, a sinalização de citocinas 

pro-inflamatórias, levam à formação de EROs, por meio de diversas vias intracelulares. Do 

mesmo modo, a maior produção de EROs, intensifica o processo inflamatório, tornando-se 

então, um ciclo vicioso67. Dentre as EROs tem-se o radical ânion superóxido (O2
.), o peróxido 

de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (OH.). As EROs podem reagir com outras moléculas 

e causar danos a lipídios, proteínas e ao ácido desoxirribonucleico (DNA)68. Para combater as 

EROs, o organismo dispõe de um sistema antioxidante, que tem por objetivo limitar os níveis 

dessas espécies. Esse sistema se baseia em antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos. Dentre 

o enzimático, tem-se as enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa 

peroxidase (GPx). Já o não enzimático é composto por vitamina E, vitamina C, ácido úrico, 

carotenóides e polifenóis, sendo esses de origem dietética69. Quando há um desequilíbrio na 

produção desses oxidantes e redução das defesas antioxidantes, acontece o que se chama de 

estresse oxidativo70. 

O estresse oxidativo está presente na obesidade, onde estudo demonstrou que uma dieta 

rica em gordura induz estresse oxidativo a nível cerebral, bem como disfunção do mesmo13. 

Ainda, o excesso de EROs pode levar à disfunção mitocondrial71. Do mesmo modo, a disfunção 
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mitocondrial, presente na obesidade, pode favorecer a geração de EROs72. Isso se deve ao fato 

do consumo excessivo de nutrientes acarretar em sobrecarga mitocondrial de ácidos graxos e 

glicose, elevando a produção de acetilcoenzima A (Acetil-CoA), bem como de nicotinamida 

adenina dinucleotídeo (NADH) pelo ciclo de Krebs, aumentando a disponibilidade de 

elétrons73. Quando a taxa de entrada de elétrons na cadeia respiratória e, a taxa de transferência 

de elétrons ao longo da cadeia não são coordenadas, há o vazamento de elétrons, principalmente 

dos complexos I e III74. Em sequência, esses elétrons reagem com o oxigênio, formando o O2
., 

que é reduzido a H2O2 pela enzima SOD. Ademais, o O2
. pode reagir com o radical livre óxido 

nítrico (NO) e gerar a espécie reativa de nitrogênio, peroxinitrito (ONOO)75. O ONOO pode 

oxidar moléculas biológicas, incluindo lipídios, DNA e proteínas por meio de reações diretas 

ou por hemólise espontânea76. 

 Por conseguinte, na presença de ferro o H2O2 forma OH. pela reação de Fenton, para 

que isso não ocorra, é necessário que o H2O2 seja reduzido a água, essa reação é realizada pelas 

enzimas CAT e GPx77. A GPx tem como substrato a glutationa reduzida (GSH), que também 

atua na desintoxicação de aldeídos reativos, como o malondialdeído sendo esses, gerados 

durante a peroxidação lipídica78. Portanto, a maior produção de EROs pode levar a danos 

celulares, agredindo os complexos da cadeia respiratória mitocondrial, prejudicando sua 

funcionalidade79. De fato, as mitocôndrias exercem papel fundamental no metabolismo 

energético. Tendo como principal função a produção de energia para as células a partir de 

substratos provenientes da alimentação, resultando na formação de adenosina trifosfato 

(ATP)80. 

Assim, os elétrons provenientes dos nutrientes, são transformados em acetil-CoA, que 

é transferido ao ciclo de Krebs74. Esse ciclo é formado por uma série de reações compostas por 

oito passos. Assim, a primeira etapa do ciclo, é realizada pela enzima citrato sintase que catalisa 

a condensação do oxaloacetato e do grupo acetil da Acetil-CoA, formando cirtrato14. Em 

seguida, ocorre a isomerização do citrato, sendo convertido a isocitrato, pela ação da enzima 

aconitase81. O isocitrato é então, descarboxilado em alfa-cetoglutarato pela enzima isocitrato 

desidrogenase. Posteriormente, ocorre uma segunda descarboxilação, onde o alfa-cetoglutarato 

é convertido em succinil-CoA pelo complexo alfa-cetoglutarato desidrogenase. O succinil-

CoA, sofre ação da succinil-CoA sintetase, formando succinato. O succinato, é oxidado a 

fumarato pela succinato desidrogenase (SDH), que é transformado a malato pela fumarase. Por 

fim, o malato é oxidado para formar oxaloacetato, a partir da ação da malato desidrogenase82,83. 

Dessa forma, todas as enzimas que compõem o ciclo de Krebs possuem papel fundamental, 

havendo destaque para a enzima SDH, que é um dos marcadores mais confiáveis da capacidade 
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mitocondrial de fornecer uma quantidade adequada de ATP, pois faz parte tanto do ciclo de 

Krebs quanto da cadeia respiratória mitocondrial (complexo II)84. 

Com a finalização da volta no ciclo de Krebs, há a geração de duas moléculas de CO2, 

três de NADH, uma de flavina adenina dinucleotídeo reduzida (FADH2) e uma molécula de 

ATP74. O NADH e o FADH2, transferem elétrons para o complexo I e II, respectivamente, da 

cadeia respiratória mitocondrial e, a partir destes, vão para os complexos III e IV. Com isso, há 

um bombeamento de prótons da matriz mitocondrial para o espaço intermembranas, formando 

um gradiente eletroquímico, responsável pela formação do potencial de membrana 

mitocondrial, encaminhando o fluxo de prótons de volta à matriz mitocondrial através da ATP 

sintase que, por fim, utiliza essa energia para a síntese de ATP74,85 (Figura 2).  

 

Figura 2: Relação entre o metabolismo energético e a geração de EROs. 

A partir do transporte de elétrons pela cadeia respiratória mitocondrial pode haver a formação de EROs, para 

reduzir esses EROs tem-se a ação das enzimas antioxidantes. ADP: adenosina difosfato; ATP: adenosina trifosfato; 

CAT: catalase; CITC: citocromo c; CoA: coenzima A; e-: elétrons; FAD: flavina adenina dinucleotídeo;  FADH2: 

flavina adenina dinucleotídeo reduzida; Fe2+: ferro; GPx: glutationa peroxidase; H+: íon hidrogênio; H2O: água; 

H2O2: peroxido de hidrogênio; NAD+: nicotinamida adenina dinucleotídeo oxidada; NADH: nicotinamida adenina 

dinucleotídeo reduzida; O2: oxigênio; O2
●-: ânion superóxido; OH.: radical hidroxila; Pi: fosfato; SOD: superóxido 

dismutase; UBQ: ubiquinona. 

Fonte: Adaptado de Nolfi-Donegan et al 79. 

 

 Na obesidade, o desequilíbrio metabólico da entrada de nutrientes, produção de energia 

e oxidação, resulta em disfunção mitocondrial86. A disfunção mitocondrial é definida como a 
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incapacidade das mitocôndrias de gerar e sustentar níveis suficientes de ATP87. Ademais, a 

disfunção mitocondrial também está envolvida em alguns sinais e sintomas presentes na 

obesidade, como o baixo gasto energético, ingestão crônica excessiva de alimentos e, a presença 

de marcadores inflamatórios. Essas mudanças não só favorecem o desenvolvimento e 

progressão da obesidade, mas também têm implicações para o seu tratamento15. 

 

1.1.4 Tratamento da Obesidade   

 

 A obesidade é considerada uma doença multifatorial, portanto, o tratamento deve conter 

uma abordagem multidisciplinar17. Com isso, sabe-se que a primeira linha de tratamento deve 

ser a junção de uma dieta hipocalórica, isto é, que proporcione balanço energético negativo, 

associada com a prática regular de atividade física, aumentando assim o gasto energético, 

juntamente com terapia cognitiva88. 

 Entretanto, o tratamento dietético e o acréscimo de atividade física, isoladamente, nem 

sempre é eficaz16. Por isso, comumente associa-se opções farmacológicas adjuntas ao 

tratamento. No Brasil, estão autorizados pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) alguns fármacos para tratamento da obesidade, sendo eles a sibutramina, o orlistate 

e a liraglutida. Todavia, sabe-se que esses fármacos disponíveis até o momento, não trazem 

uma total efetividade, visto que possuem diferentes efeitos adversos a saúde17. Desse modo, há 

a necessidade da busca de novas alternativas terapêuticas mais seguras e efetivas para o 

tratamento da obesidade, principalmente visando o reestabelecimento da homeostase 

metabólica.  

 

1.1.5 Nanotecnologia  

  

Sendo considerada uma área promissora e, em crescimento, a nanotecnologia tem por 

objetivo a criação de estruturas, dispositivos e materiais, através de rearranjo dos átomos, de 

modo que essas estruturas e componentes melhorem significativamente suas propriedades18. 

Desse modo, é possível sua aplicação em uma ampla gama de campos, como na química, física, 

biologia, medicina, engenharia e eletrônica89. O prefixo “nano” é referido ao termo grego que 

significa “anão” ou algo muito pequeno, e representa um milionésimo de metro90.  

 A nanotecnologia contém materiais com tamanhos de 1 a 100 nm, bem como possui 

propriedades de reatividade química, condutância elétrica, magnetismo, efeitos ópticos e 

resistência física91. As nanopartículas podem ser divididas em orgânicas e inorgânicas. Dentre 
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as orgânicas tem-se os vírus e os componentes celulares. Já as inorgânicas, são compostas por 

óxidos metálicos, como o óxido de ferro, dióxido de titânio, dióxido de silício, entre outros, e, 

pelos metais, como o cobre, o níquel, a prata e o ouro92. De fato, devido ao seu tamanho, as 

nanopartículas podem entrar e atravessar tecidos com maior facilidade, havendo destaque para 

as nanopartículas metálicas, que tem por função a entrega de fármacos. Dessa maneira, as 

nanopartículas metálicas, podem melhorar a biodisponibilidade de fármacos potencializando os 

efeitos terapêuticos93. 

 

1.1.5.1 Nanopartículas de ouro  

 

 As AuNPs fazem parte do grupo de nanopartículas metálicas, possuindo facilidade em 

penetrar membranas celulares devido a sua escala nanométrica, por esse motivo, apresenta uma 

gama de finalidades em aplicações biomédicas94. Em vista disso, o uso de AuNPs é empregado 

no diagnóstico e tratamento de cânceres95, assim como, para o tratamento de processos 

inflamatórios e autoimunes96. Ademais, as AuNPs são conhecidas por suas propriedades 

ópticas, eletrônicas, redox e catalíticas, bem como antioxidantes e anti-inflamatórias19. 

  Os mecanismos de ação das AuNPs nas vias inflamatórias e oxidativas, pode ser 

demonstrado por Khan e colaboradores97, onde foi induzido artrite em ratos e esses foram 

tratados com AuNPs na dose de 20 μg/kg, por 20 dias, e a partir disso foi demonstrado uma 

diminuição significativa no nível de mediadores inflamatórios, como TNF-α, IL-1β, 

ciclooxigenase-2 (COX-2) e de fator de transcrição nuclear kappa B (NF-kB). Além disso, as 

AuNPs atenuaram notavelmente o desequilíbrio no nível de antioxidante e oxidante, chegando 

próximo ao normal. Portanto, as AuNPs atuam como agentes antioxidantes, inibindo a cascata 

de formação de EROs e aumentando o sistema de defesa antioxidante enzimático98. 

Outro mecanismo proposto pela literatura sobre a ação das AuNPs nas vias inflamatórias 

se dá através da regulação negativa da expressão de IL-1β. Nesse sentido, foi evidenciado a 

capacidade das AuNPs de interagir com IL-1β extracelular, evitando sua ligação aos receptores 

de membrana, inibindo a cascata de sinalização de IL-1β, neutralizando as propriedades 

inflamatórias dessa citocina99. Aliado a isso, Chen e colaboradores100 demonstraram redução 

nos níveis de RNA mensageiro (mRNA), de TNF-α e de IL-6 na gordura de camundongos que 

receberam AuNPs de 21nm, havendo também, redução de gordura retroperitoneal e mesentérica 

desses camundongos.  

Ademais, as AuNPs também podem agir no SNC, visto que conseguem ultrapassar BHE 

sem a necessidade de estímulos externos101,102. Em vista disso, Prá e colaboradores103 



23 

 

demonstraram que o tratamento com AuNPs, de 18 nm, na concentração de 70 ug/kg uma vez 

ao dia, por 14 dias, foi capaz de reverter dano oxidativo cerebral, em modelo animal de 

obesidade, ainda nesse mesmo estudo, foi observado uma concentração significativa de AuNPs 

no tecido adiposo, o que pode ser útil para o tratamento da inflamação associada à obesidade. 

Outra característica das AuNPs é a capacidade de se conjugarem facilmente a drogas e 

biomoléculas, como oligonucleotídeos, proteínas e peptídeos. Portanto, as AuNPs podem ser 

consideradas carreadoras de fármacos, podendo utiliza-las como veículos para entrega de 

moléculas, como a carnitina, em tecidos e células alvo20.  

 

1.1.6 Carnitina  

 

 A carnitina, por ser um dipeptídeo possui alto potencial de ligação com AuNPs. 

Podendo ser obtida pela dieta a partir de produtos derivados de animais, como carne vermelha 

e laticínios e, também pode ser sintetizada endogenamente nos rins, fígado e cérebro104. Apesar 

disso, é considerada um nutriente condicionalmente essencial para humanos em circunstâncias 

específicas, quando os níveis intracelulares são baixos, por exemplo, em bebês prematuros, 

pacientes idosos, diabetes tipo 2 e condições genéticas que resultam em deficiência primária ou 

secundária de carnitina105.  

 A principal função da carnitina é o transporte de ácidos graxos de cadeia longa do citosol 

para a matriz mitocondrial, onde ocorre a β-oxidação21. Esse processo é realizado em três passos 

pelo ciclo da carnitina. Inicialmente, o ácido graxo de cadeia longa é convertido em Acil-

coenzima A (acil-CoA) graxo pela enzima acil-CoA sintase. Em seguida, o acil-CoA graxo, é 

convertido em acilcarnitinas, pela ação da enzima carnitina palmitoiltransferase I (CPT I) 

localizada na membrana mitocondrial externa. As acilcarnitinas atravessam a membrana 

mitocondrial interna através de um transportador acil-carnitina/carnitina, em troca de carnitina 

livre. Por fim, a enzima carnitina palmitoiltransferase II (CPT II), localizada na membrana 

mitocondrial interna, converte as acilcarnitinas de volta em acil-CoA graxo, para ser usado na 

β-oxidação. Juntamente é liberado a carnitina livre, dentro da matriz mitocondrial. A carnitina 

retorna ao espaço intermembrana por meio do transportador acil-carnitina/carnitina, servindo 

como substrato para CPT I para formar mais acilcarnitina74 (Figura 3).  
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Figura 3: Representação do mecanismo de ação da carnitina na mitocôndria. 

A carnitina é necessária para o transporte de ácidos graxos de cadeia longa para dentro da mitocôndria, esse 

processo é realizado em três passos pelo ciclo da carnitina, que envolve várias enzimas presentes na membrana 

mitocondrial, tendo como objetivo final, a produção de energia a partir de ácidos graxos. AGCL: ácido graxo de 

cadeia longa; CoA: coenzima A; C: carnitina livre; CPT-I: carnitina palmitoiltransferase I; CPT-II: carnitina 

palmitoiltransferase II; MP: membrana plasmática; MME: membrana mitocondrial externa; MMI: membrana 

mitocondrial interna. 

Fonte: Adaptado de Takahashi106. 

 

 De fato, o transporte da carnitina é essencial para evitar o acúmulo de ácidos graxos de 

cadeia longa e acil-CoAs de cadeia longa, que podem ser deletérios para as células105. No 

entanto, a carnitina possui outras funções, onde estudos in vivo demonstraram ação 

antioxidante, impedindo a disfunção mitocondrial107 e, anti-inflamatória23, bem como, melhoria 

no metabolismo da glicose108 e efeito cardioprotetor109. Estudos em humanos também 

demonstraram esses efeitos, apresentando ação cardioprotetora110, antioxidante111, anti-

inflamatória112 e, efeito no desenvolvimento embrionário113.  Portanto, a carnitina, por ser um 

dipeptídeo possui alto potencial de ligação com AuNPs, com isso, poderá ser carreada com mais 

facilidade para a gordura visceral, atuando na inflamação presente nesse tecido, e, 

consequentemente, reestabelecendo a funcionalidade cerebral.  
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar os efeitos das AuNPs associada a carnitina sobre parâmetros neuroquímicos 

de camundongos submetidos à obesidade. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Avaliar o efeito do tratamento com AuNPs associada a carnitina sobre o peso corporal 

e o peso da gordura mesentérica de camundongos submetidos à obesidade induzida por 

dieta hiperlipídica; 

• Avaliar a produção de oxidantes e os níveis de dano oxidativo em cérebro de 

camundongos submetidos a obesidade tratados com AuNPs associada a carnitina; 

• Avaliar a atividade da SOD e os níveis de GSH em cérebro de camundongos submetidos 

a obesidade tratados com AuNPs associada a carnitina; 

• Avaliar a atividade da enzima SDH em cérebro de camundongos submetidos a 

obesidade tratados com AuNPs associada a carnitina; 

• Avaliar a atividade dos complexos I, II e IV da cadeia respiratória mitocondrial em 

cérebro de camundongos submetidos a obesidade tratados com AuNPs associada a 

carnitina. 
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3. MÉTODOS 

 

 

3.1 TIPO DE ESTUDO 

 

 O presente trabalho trata-se de um estudo experimental com modelo animal de 

obesidade induzida pelo consumo de dieta hiperlipídica e tratamento com AuNPs associada a 

carnitina.  

 

3.2 MATERIAL E EQUIPAMENTOS 

 

 As rações foram obtidas da empresa PragSoluções Biociências – PragSoluções 

Comércio e Serviços Ltda, SP, Brasil. As AuNPs foram produzidas a partir do ácido 

tetracloroáurico adquirido na Sigma-Aldrich, MO, EUA, juntamente com o agente redutor 

citrato de sódio (Nuclear, SP,Brasil). A carnitina foi comprada na farmácia de manipulação 

Maria Rocha, SC, Brasil. 

 Para dosagem dos níveis de DCF, foi utilizado:  Diacetato do DCF. Para análise de dano 

oxidativo em lipídios foi utilizado: ácido tricloroacético e ácido tiobarbitúrico. A análise de 

dano a proteínas foi realizada com o uso de ácido tricloroacético e dinitrofenilhidrazina. Para 

avaliar a atividade da SOD, foi utilizado: glicina-NaOH e adrenalina 60 mM. Para análise nos 

níveis de GSH, foi utilizado: ácido tricloroacético 10%, tampão fosfato e ácido 5,5’-ditiobis-

(2-nitrobenzóico) (DTNB). 

Para determinação de quantidade proteica na amostra, foi utilizado: Albumina bovina, 

hidróxido de sódio, carbonato de sódio, sulfato de cobre, tartarato de Na+ e K+ e Folin. Para 

análise da enzima SDH foi utilizado: Fosfato de potássio dibásico, fosfato de potássio 

monobásico, rotenona, succinato de sódio, 2,6-dicloroindofenol (2,6-DCIP), azida sódica e 

metassulfato de fenazina. Para análise da atividade dos complexos da cadeia respiratória 

mitocondrial, foi utilizado: Fosfato de potássio dibásico, fosfato de potássio monobásico, 

rotenona, ferricianeto, NADH, succinato de sódio, 2,6-DCIP e azida sódica, lauril maltosídeo, 

tampão SETH (Sacarose, EDTA, Trizma base e Heparina), borato e CitocromoC. 

 Os equipamentos utilizados para síntese e caracterização das AuNPs foram: balão de 

fundo redondo, agitador magnético, espectrofotômetro modelo UV-1800 e NanoBrook Omni 

(Brookhaven Instruments Corporation NY, EUA), e foram feitas em parceria com o laboratório 

do Laboratório de Fisiopatologia Experimental na Universidade do Extremo sul Catarinense 
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(UNESC). Para as análises bioquímicas foi utilizado: Homogeneizador, freezer, geladeira, 

balança analítica, pHmetro, centrífuga, banho-maria, espectrofotômetro. O experimento 

acontecerá no biotério e Laboratório de Neurobiologia de Processos Inflamatórios e 

Metabólicos, UNISUL, Tubarão/SC.   

 

3.3 MODELO EXPERIMENTAL 

 

Foram utilizados 80 camundongos machos da linhagem Swiss (espécie Mus musculus) 

com 40 dias de vida, pesando em torno de 30 a 40g. Tal amostra, foi calculada com base em 

estudos prévios utilizando modelos animais, para uma diferença de até 20% nos parâmetros a 

serem analisados entre os grupos, com uma variância de no máximo 10% entre as médias, 

considerando um erro alfa de 0,05 e poder de 80%, calculou-se o n amostral de 10 por grupo. 

Os animais foram armazenados em gaiolas forradas com maravalha, com lotação máxima de 5 

camundongos, sendo mantidos em ciclos de claro-escuro de 12 horas e temperatura de 23±1°C. 

Onde tiveram livre acesso à água e ração. Os animais foram procedentes do biotério da 

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). 

 

3.4 SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DE NANOPARTÍCULAS DE OURO 

 

 AuNPs com tamanhos médios de 20 nm foram sintetizadas, a partir de redução química 

do precursor metálico ácido tetracloroáurico (HAuCl 4) (Sigma-Aldrich, MO, EUA) com o 

agente redutor e estabilizante citrato de sódio (Nuclear, SP,Brasil). Inicialmente, 100 mL de 

ácido tetracloroáurico, foi transferido para um balão de fundo redondo, a solução aquecida até 

95ºC e sob agitação. A solução de citrato de sódio, previamente preparada, foi então adicionada, 

e o sistema foi mantido à temperatura descrita, agitando durante 20 minutos114. A solução 

adquiriu a coloração correspondente ao tamanho. 

 A solução de nanopartículas de ouro foi imediatamente caracterizada empregando as 

técnicas de espectroscopia de ultravioleta-visível (UV-Vis), via monitoramento da banda de 

superfície de plasmon ressonante, usando um espectrofotômetro modelo UV-1800. Para a 

espectrometria de UV-visível, a medição da banda de superfície de plasmon ressonante, foi 

realizada a temperatura ambiente num espectrofotômetro, utilizando uma cubeta de quartzo 

com 1 cm de caminho ótico. O espectro eletrônico da solução foi no valor de 532 nm para 

AuNPs de 20 nm. 
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 Para a caracterização das nanopartículas foi realizado o potencial zeta que é medido 

utilizando um equipamento NanoBrook Omni (Brookhaven Instruments Corporation NY, 

EUA), com controle de temperatura e laser padrão vermelho 640 nm de 40 mW, foram 

realizadas medições da mobilidade eletroforética (UE) e convertidas em valor em potencial 

(mV) pelo próprio software do equipamento, as medidas foram em vinte ciclos com intervalo 

de 1 segundo para cada ciclo. As medidas foram realizadas nas amostras dissolvidas em água 

deionizada, para as amostras sintetizadas. As amostras tiveram sua concentração acertada 1,0 

mg/mL (solução mãe), e em seguida diluídas na proporção de 1/30 para posterior leitura. As 

leituras foram realizadas a 25°C. 

 

3.5 CONJUGAÇÃO DE CARNITINA E NANOPARTÍCULA DE OURO 

  

 A conjugação das AuNPs com carnitina foi realizado adicionando a carnitina na AuNPs, 

essa mistura ficou em agitação por 1 hora em temperatura ambiente, para que ocorrasse a 

reação. A concentração de carnitina foi de 500mg/ml em AuNPs, a qual foi a concentração 

mínima testada previamente capaz de ligar a nanopartícula115. 

 

3.6 DELINEAMENTO DO ESTUDO 

 

 Inicialmente os animais foram pesados e divididos em dois grupos: grupo controle 

(n=40), que recebeu dieta normolipídica e, grupo obeso (n=40) que recebeu dieta hiperlipídica. 

Em seguida, deu-se início ao protocolo de indução do modelo animal de obesidade, que teve 

duração de 10 semanas através do consumo de ração hiperlipídica, que oferece um maior teor 

de calorias e de gordura saturada, quando comparada a ração normolipídica, como demonstrado 

quadro 1. O protocolo para indução da obesidade, bem como, a composição das dietas foi 

baseado em estudos prévios116. Desse modo, para confirmação do modelo animal de obesidade, 

foi verificado o consumo alimentar a cada 48 horas e, calculado por meio da diferença entre a 

ração ofertada e as sobras. A avaliação do consumo alimentar é importante para acompanhar a 

aceitação da dieta, detectar alterações e influências ambientais, e acompanhar a relação com a 

evolução do peso corporal. O peso corporal foi mensurado semanalmente, durante todo o 

experimento. 
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Quadro 01 – Composição e valor calórico das dietas utilizadas. 

COMPONETES  
Dieta normolpídica Dieta Hiperlipídica 

g/kg kcal/kg g/kg kcal/kg 

Amido de milho 427,5 1710 115,5 462 

Caseína 200 800 200 800 

Sacarose 132 528 132 528 

Amido dextrinizado 100 400 100 400 

Óleo de soja 40 360 40 360 

Banha de porco 0 - 312 2808 

Celulose 50 - 50 - 

Mistura de minerais 35 - 35 - 

Mistura de vitaminas 10 - 10 - 

L Cistina 3 - 3 - 

Bitartarato de colina 2,5 - 2,5 - 

Butil hidroxitolueno 0,028 - 0,028 - 

Total 1000,03 3.798 1000,03 5.358 

Fonte: Adaptado de Cintra et al117 e Razolli et al118. 

 

 Ao final da sexta semana deu-se início do tratamento com AuNPs associado a carnitina. 

Nesse sentido, os animais foram novamente divididos, nos seguintes grupos: Grupo controle + 

salina, Grupo controle + AuNPs, Grupo controle + carnitina, Grupo controle + AuNPs + 

carnitina, Grupo obeso + salina; Grupo obeso + AuNPs, Grupo obeso + carnitina, Grupo obeso 

+ AuNPs + carnitina, ambos os grupos com um n=10 cada. Assim, os grupos receberam, via 

intraperitoneal, uma vez ao dia, o tratamento com nas seguintes concentrações: Grupos AuNPs 

receberam 70ug/kg103 de AuNPs (20nm), Grupos carnitina receberam 500mg/kg115 de carnitina 

diluído em salina, Grupos AuNPs + carnitina receberam 500mg/ml de AuNPs + carnitina. Já 

nos grupos controle e obeso foi administrado apenas salina ao mesmo tempo que os grupos 

tratamento. O tratamento teve duração de 4 semanas, durando até o final do experimento 

(décima semana).  

 Ao final do experimento (décima semana), houve a última pesagem dos animais, e em 

seguida foi realizada a eutanásia dos animais por decapitação. O método de morte por 

decapitação é justificado pelo fato de que os métodos químicos, utilizando fármacos, interferem 

nas análises bioquímicas realizadas nesse estudo119 (Figura 4). 

 



30 

 

 

Figura 4: Delineamento experimental do estudo. 

 

3.7 REMOÇÃO E ARMAZENAMENTO DOS TECIDOS 

 

Após a eutanásia dos animais, a cavidade abdominal foi aberta e o tecido adiposo da 

região mesentérica, localizado ao longo do trato intestinal, foi retirado e pesado. O cérebro dos 

animais foi rapidamente removido e, na sequência, as estruturas cerebrais hipotálamo, córtex 

pré-frontal, hipocampo, e estriado foram isoladas. Em seguida, as amostras foram armazenadas 

a -80°C para serem utilizadas nas análises bioquímicas.  

 

3.8 PESO DA GORDURA MESENTÉRICA 

 

 Após a retirada da gordura mesentérica, essa foi rapidamente pesada em balança de alta 

precisão, onde resultados foram expressos em gramas. 

 

3.9 ENSAIOS BIOQUÍMICOS 

 

3.9.1 Análise da produção de oxidantes 

  

 A produção de EROs foi determinada pela formação intracelular de DCF.  Inicialmente, 

as amostras foram homogeneizadas, em seguida adicionadas diacetato de 2,7-

diclorodihidrofluoresceína (DCFH-DA), sendo incubadas durante 30 minutos à 37 ºC. A 
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fluorescência foi determinada utilizando comprimento de onda de 488 nm (excitação) e 525 nm 

(emissão), sendo a curva de calibração realizada utilizando-se DCF padrão (0-10 µM)120. Os 

resultados foram expressos em fluorescência/mg de proteína. 

 Como indicador da formação de NO foi avaliado o metabólito estável nitrito. Assim, 

para mensurar o conteúdo de nitrito, as amostras foram incubadas com reagente Griess (1% 

sulfanilamida e 0,1% de N-1 (naphthylethylenodiamina) em temperatura ambiente por 10 

minutos e a absorbância medida a 540 nm. O conteúdo de nitritos foi calculado com base numa 

curva padrão de 0 a 100 nM realizada com o metabólito nitrito de sódio (NaNO2). Os resultados 

foram calculados em µmol Nitrito/mg proteína121. 

As análises foram normalizadas pelo conteúdo de proteínas. As proteínas foram 

determinadas pelo método de Lowry e colaboradores122, e a albumina sérica bovina foi utilizada 

como padrão. 

 

3.9.2 Análise de dano oxidativo 

 

O dano oxidativo em proteínas foi avaliado pela determinação de grupamentos 

carbonilas em proteínas oxidadas, com base na reação com dinitrofenilhidrazina, conforme 

método descrito por Levine e colaboradores123. Nesta técnica as proteínas foram precipitadas 

por adição de ácido tricloroacético a 20% e dissolvidas em dinitrofenilhidrazina. A absorbância 

foi avaliada em 340 nm. E, os resultados foram expressos em nmol de proteínas carboniladas 

por mg de proteína (nmol/mg proteína). 

A análise foi normalizada pelo conteúdo de proteínas. As proteínas foram determinadas 

pelo método de Lowry e colaboradores122, e a albumina sérica bovina foi utilizada como padrão. 

 

3.9.3 Atividade de enzimas antioxidantes 

 

 A atividade da enzima antioxidante SOD foi determinada pela inibição da auto-oxidação 

da adrenalina medida espectrofotometricamente, conforme descrito por Bannister e 

Calabrese124. A técnica baseia-se na inibição da reação do radical O2
.  com adrenalina, composto 

que se auto oxida com variação de pH. A oxidação da adrenalina leva à formação de 

adrenocromo e a atividade da SOD foi determinada medindo-se a velocidade de formação do 

adrenocromo, determinada espectrofotometricamente a 480 nm, em um meio de reação 

contendo glicina-NaOH (50 mM em pH 10,2) e adrenalina 60 mM. Os resultados foram 

expressos em U/mg de proteína. 
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 Os níveis de GSH foram determinados como descrito por Hissin e Hilf125. A GSH foi 

mensurada após precipitação de proteína com 1 mL proteína de ácido tricloroacético 10%. Na 

sequência foi adicionado tampão fosfato 800 mM, pH 7,4 e 500 μm de DTNB. O 

desenvolvimento de cor resultante a partir da reação entre o DTNB e tióis atingiu um máximo 

em 5 min e manteve-se estável durante mais de 30 min. A absorbância foi lida a 412nm depois 

de 10 min. Uma curva padrão de glutationa reduzida foi usado para calcular os níveis de GSH 

nas amostras. Os resultados foram expressos em μmol/mg de proteína.  

 As análises de SOD e GSH foram normalizadas pelo conteúdo de proteínas. As 

proteínas foram determinadas pelo método de Lowry e colaboradores122, e a albumina sérica 

bovina foi utilizada como padrão. 

 

3.9.4 Metabolismo energético 

 

3.9.4.1 Atividade da enzima succinato desidrogenase 

 

A atividade da enzima SDH foi determinada de acordo com o método descrito por 

Fischer e colaboradores126. A um meio de incubação foi adicionado tampão fosfato de potássio 

62,4 mM pH 7,4, succinato de sódio 250 mM, 2,6-DCIP e amostra. Os sistemas foram pré-

incubados por 20 minutos a 30°C em banho-maria e, após, foi adicionado azida sódica 100 mM, 

rotenona 1 mM, 2,6-DCIP e metassulfato de fenazina. A redução do 2,6-DCIP foi determinada 

em 600 nm durante 5 minutos em espectrofotômetro. Os resultados foram expressos em 

nmol/min x mg proteína. Sendo normalizadas pelo conteúdo de proteínas. As proteínas foram 

determinadas pelo método de Lowry e colaboradores122, e a albumina sérica bovina foi utilizada 

como padrão. 

 

3.9.4.2 Atividade dos complexos da cadeia respiratória mitocondrial 

 

 A atividade do complexo I foi avaliada pelo método descrito por Cassina e Radi127, pela 

taxa de NADH-dependente da redução do ferricianeto. Em meio de reação foi adicionado 

tampão fosfato de potássio 100 mM, ferricianeto 10 mM, NADH 14 mM, rotenona 2 mM e 

amostra. Após a adição de todos os reagentes e da amostra, a leitura foi realizada em 

espectrofotômetro de 1 em 1 min, durante 3 min, em 420 nm. 

A atividade do complexo II foi avaliada pelo método descrito por Fischer e 

colaboradores126. Pela diminuição da absorbância do 2,6-DCIP. A amostra foi adicionada a um 
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meio de incubação contendo tampão fosfato de potássio 62,5 mM, succinato de sódio 250 mM 

e 2,6-DCIP 0,5 mM., em seguida foi realizada incubação por 20 minutos a 30°C em banho-

maria. Após a incubação foi adicionada azida sódica 100 mM, rotenona 2 mM e novamente 

2,6-DCIP 0,5 mM, para então realizar leitura em espectrofotômetro de 1 em 1 min, por 5 min, 

em 600 nm. 

A atividade do complexo IV foi determinada de acordo com a técnica descrita por Rustin 

e colaboradores128 e calculada pela diminuição da absorbância causada pela oxidação do 

citocromo c reduzido. A um meio de incubação foi adicionado tampão fosfato de potássio 62,5 

mM, lauril maltosídeo 125 mM, amostra diluída com tampão SETH (Sacarose, EDTA, Trizma 

base e Heparina) e Citocromo c 1%, para então ser realizada leitura em espectrofotômetro de 1 

em 1 min, por 10 min, em 550 nm. 

Todas as análises de atividade dos complexos da cadeia respiratória mitocondrial foram 

normalizadas pelo conteúdo de proteínas. As proteínas foram determinadas pelo método de 

Lowry e colaboradores122, e a albumina sérica bovina foi utilizada como padrão. Os resultados 

da atividade de todos os complexos da cadeia respiratória mitocondrial foram expressos em 

nmol/min x mg proteína. 

 

3.10 VARIÁVEIS DE ESTUDO 

 

Quadro 2 – Variáveis de estudo.  

 

Variáveis Tipo Natureza Proposta de utilização 

Obesidade 

 

Independente Qualitativa 

nominal 

 

Sim ou Não 

Peso corporal 

 

Dependente Quantitativa 

continua 

 

(g) Média e desvio padrão 

Consumo alimentar Dependente Quantitativa 

continua 

 

(g/dia) Média e desvio 

padrão 

Peso da gordura 

mesentérica 

Dependente Quantitativa 

continua 

 

(g) Média e desvio padrão 

Tratamento AuNPs  Dependente Quantitativa 

continua 

 

ug/kg 

Tratamento carnitina Dependente Quantitativa 

continua 

 

mg/kg 



34 

 

Dosagem DCF Dependente Quantitativa 

continua 

 

(Fluorescência/mg de 

proteína) Média desvio 

padrão 

Dano oxidativo a 

proteínas  

 

Dependente Quantitativa 

continua 

 

(nmol/mg proteína) 

Média desvio padrão 

Atividade da SOD 

 

Dependente Quantitativa 

continua 

 

(U/mg de proteína) 

Média desvio padrão 

Níveis de GSH 

 

Dependente Quantitativa 

continua 

 

(μmol/mg de proteína) 

Média desvio padrão 

Atividade da 

succinato 

desidrogenase 

Dependente Quantitativa 

continua 

 

(nmol/min x mg de proteína) 

Média desvio padrão 

Atividade do 

complexo I 

Dependente Quantitativa 

continua 

 

(nmol/min x mg de proteína) 

Média desvio padrão 

Atividade do 

complexo II 

Dependente Quantitativa 

continua 

(nmol/min x mg de proteína) 

Média desvio padrão 

 

Atividade do 

complexo IV 

Dependente Quantitativa 

continua 

(nmol/min x mg de proteína) 

Média desvio padrão 

 

 

3.11 PROCESSAMENTO E ANÁLISE DOS DADOS 

 

As análises de dados foram realizadas utilizando InStat Statistical Software (GraphPad, 

La Jolla, CA, EUA). As comparações entre os grupos experimentais foram realizadas utilizando 

análise de variância de uma via (ANOVA) seguido pelo post hoc de Tukey. Os resultados foram 

apresentados em média ± desvio padrão e a significância estatística foi considerada para valores 

de p<0,05. 

 

3.12 ASPECTOS ÉTICOS DA PESQUISA 

 

O presente projeto de pesquisa foi submetido à avaliação da Comissão de Ética no Uso 

de Animais (CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina e aprovado com o protocolo 

21.008.4.01.IV. A utilização dos animais seguiu os Princípios de Cuidados de Animais de 

Laboratório (Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de Saúde dos Estados 

Unidos da América, NIH, publicação número 80-23, revisada em 1996), assim como a Diretriz 

Brasileira para o Cuidado e a Utilização de Animais para Fins Científicos e Didáticos (DBCA), 
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publicada em 2013 pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA)129.  
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4. ARTIGO 

 

O artigo contendo os resultados será submetido à revista Molecular Neurobiology, 

ISSN: 1559-1182, avaliado pela CAPES (2013-2016) com qualis A1, na área de avaliação 

medicina II.  
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Resumo  

A obesidade leva a uma inflamação no tecido adiposo que pode chegar no sistema nervoso 

central, levando ao estresse oxidativo e disfunção mitocondrial em estruturas cerebrais. Devido 

à falta de tratamentos efetivos para a obesidade, torna-se necessário a busca por novas 

alternativas terapêuticas. As nanopartículas de ouro (AuNPs), por servirem como carreadoras 

de fármacos, poderiam levar a carnitina até o tecido adiposo, para que assim atue nesse tecido, 

aumentando a oxidação de ácidos graxos, diminuindo a inflamação e, consequentemente 

reestabelecendo a homeostase cerebral. Portanto, o objetivo desse estudo, foi investigar os 

efeitos das AuNPs associada a carnitina sobre parâmetros neuroquímicos de camundongos 

submetidos à obesidade. Para tal, foram utilizados 80 camundongos Swiss machos que 

receberam dieta normolipídica (grupo controle) ou dieta hiperlipídica (grupo obeso) por 10 

semanas. Ao fim da sexta semana, os grupos foram divididos para o tratamento diário com 

salina, AuNPs (70ug/Kg), carnitina (500mg/Kg) ou AuNPs associadas a carnitina. O peso 

corporal foi acompanhado semanalmente. Ao fim da décima semana, foi realizada a eutanásia 

dos animais e a gordura mesentérica removida e pesada, assim como, as estruturas cerebrais 

isoladas para análises bioquímicas. Com isso, percebeu-se que a obesidade levou a danos 

oxidativos e disfunção mitocondrial, principalmente no hipocampo. Ainda, o tratamento com 

AuNPs ou associação demonstrou ser efetivo na reversão desses danos, já a carnitina 

demonstrou efeito periférico reduzindo o acúmulo de gordura mesentérica. Conclui-se que a 

associação de AuNPs com carnitina possa ser uma alternativa promissora para o tratamento da 

obesidade.   

 

Palavras-chave: Obesidade, Estresse Oxidativo, Nanopartículas de Ouro, Carnitina 
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Abstract 

Obesity leads to an inflammation in adipose tissue that can reach the central nervous system, 

leading to oxidative stress and mitochondrial dysfunction in brain structures. Due to the lack of 

effective treatments for obesity, it is necessary to search for new therapeutic alternatives. Gold 

nanoparticles (GNPs), as they serve as drug carriers, could take carnitine to the adipose tissue, 

so that it acts in this tissue, increasing the oxidation of fatty acids, decreasing inflammation and, 

consequently, reestablishing brain homeostasis. Therefore, the aim of this study was to 

investigate the effects of GNPs associated with carnitine on neurochemical parameters in mice 

submitted to obesity. For this, 80 male Swiss mice were used that received a normolipid diet 

(control group) or a high-fat diet (obese group) for 10 weeks. At the end of the sixth week, the 

groups were divided into daily treatment with saline, GNPs (70ug/Kg), carnitine (500mg/Kg) 

or GNPs associated with carnitine. Body weight was monitored weekly. At the end of the tenth 

week, the animals were euthanized and the mesenteric fat removed and weighed, as well as the 

isolated brain structures for biochemical analysis. With this, it was noticed that obesity led to 

oxidative damage and mitochondrial dysfunction, mainly in the hippocampus. Furthermore, 

treatment with AuNPs or association proved to be effective in reversing these damages, whereas 

carnitine showed a peripheral effect reducing the accumulation of mesenteric fat. It is concluded 

that the association of AuNPs with carnitine can be a promising alternative for the treatment of 

obesity.  

Keywords: Obesity, Oxidative Stress, Gold Nanoparticles, Carnitine 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Os resultados encontrados no presente estudo, demonstram que o uso de AuNPs e 

carntina não influenciaram no ganho de peso corporal, porém a carnitina levou a um menor 

acúmulo de gordura mesentérica. Ademais, nosso modelo experimental de obesidade levou a 

danos oxidativos e, em complexos da cadeia respiratória mitocondrial no SNC, em especial no 

hipocampo, onde o uso da AuNPs teve efeito positivo na reversão desses danos, sem perder 

esse efeito associado a carnitina.  

 Entende-se que, algumas limitações possam ter influenciado em nossos resultados, 

como o fato de não termos realizado análise de parâmetros inflamatórios e de peroxidação 

lipídica, dados esses que poderiam contribuir para responder algumas perguntas levantadas em 

nosso estudo. Outra limitação encontrada em nosso estudo, foi o fato de não avaliarmos 

possíveis efeitos tóxicos da AuNPs e da carnitina em órgãos como o fígado e os rins, esses 

dados poderiam nos informar possíveis efeitos negativos desse tratamento. Além disso, quando 

iniciamos o tratamento, não descontinuamos a dieta hiperlipídica, porém, quando pensamos em 

tratamento para obesidade, devemos levar em conta o controle alimentar associado, com isso 

poderíamos ter encontrado resultados ainda mais significativos.   

 Dessa forma, sugere-se que o tratamento com AuNPs associada a carnitina, possa ser 

promissor para pesquisas futuras, para avaliar não só possíveis efeitos adversos, mas também a 

associação do tratamento com um controle dietético.  
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