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RESUMO

Introducéo: A obesidade leva a uma inflamacgéo no tecido adiposo que pode chegar no sistema
nervoso central (SNC), levando ao estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial em estruturas
cerebrais. Devido a falta de tratamentos efetivos para a obesidade, torna-se necessario a busca
por novas alternativas terapéuticas. As nanoparticulas de ouro (AuNPS), por servirem como
carreadoras de farmacos, poderiam levar a carnitina até o tecido adiposo, para que assim atue
nesse tecido, aumentando a oxidacdo de acidos graxos, diminuindo a inflamacgdo e,
consequentemente reestabelecendo a homeostase cerebral. Objetivo: O objetivo desse estudo
foi investigar os efeitos das AuUNPs associada a carnitina sobre pardmetros neuroquimicos de
camundongos submetidos a obesidade. Métodos: Foram utilizados 80 camundongos Swiss
machos que receberam dieta normolipidica (grupo controle) ou dieta hiperlipidica (grupo
obeso) por 10 semanas. Ao final da sexta semana, os grupos foram divididos para o tratamento
diario 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 eutandsia dos animais e a gordura mesentérica removida e
pesada, assim como, as estruturas cerebrais isoladas para analises bioguimicas. Resultados: A
obesidade levou a maior peso corporal, maior acumulo de gordura mesentérica, danos
oxidativos e disfuncdo mitocondrial no SNC, principalmente no hipocampo. O tratamento com
AUNPs ou associacdo demonstrou ser efetivo na reversao do estresse oxidativo e na disfungédo
mitocondrial no hipocampo, j& a carnitina isolada ou associada, demonstrou efeito mais
acentuado a nivel periférico, reduzindo o acumulo de gordura mesentérica. Concluséo:
Conclui-se que a associacdo de AuNPs com carnitina possa ser uma Opg¢ao promissora para o

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

Descritores: Obesidade. Estresse Oxidativo. Nanoparticulas 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. INTRODUCAO

A obesidade é considerada uma doenca cronica, sendo definida pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS) como um acumulo anormal ou excessivo de gordura, que apresenta
risco a satde’. Sabe-se que a obesidade tem causa multifatorial, porém seus principais fatores
desencadeantes sdo o0 alto consumo caldrico associado ao baixo gasto energéticol?. O excedente
calorico é armazenado no tecido adiposo, aumentando o acumulo de gordura corporal,
principalmente na regido abdominal, estando associada a alteragdes em parametros
bioguimicos, como no perfil glicidico e lipidico®**, corroborando com o desenvolvimento de
comorbidades, tornando-se um grande problema de satide pablica®.

Na expansdo do tecido adiposo através da ingestdo excessiva de nutrientes, ha o que se
chama de hipertrofia, aumento no volume dos adipdcitos, e, hiperplasia, aumento no numero
de adipdcitos®, levando ao estado de hipdxia’. A hipoxia, leva ao recrutamento e infiltracio de
macrdéfagos M1 para o tecido, estes responsaveis pelo aumento da producéo de citocinas pro-
inflamatorias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina (IL) -1, IL-6, e, de
espécies reativas de oxigénio (EROs), levando a um estado pré-inflamatério®®,

A inflamacdo, por sua vez, pode chegar a nivel cerebral, ja que a regido hipotalamica
ndo ¢ totalmente protegida pela barreira hematoencefalica (BHE), fazendo com que, os acidos
graxos livres (AGL) e as citocinas pro-inflamatérias gerem uma neuroinflamacéo no local®.
Com isso, hd uma desregulagdo no controle alimentar e na saciedade!!, bem como, um
desequilibrio no sistema de recompensa'?, aliado ao estresse oxidativo®®. O estresse oxidativo
pode gerar danos a nivel mitocondrial, danificando a integridade da mitocéndria4, bem como,
a producéo energética, acarretando em disfungdo mitocondrial®.

Essas alteracbes presentes na obesidade necessitam de tratamento especifico, pois
muitas vezes, o tratamento dietético isoladamente, nem sempre é eficaz!®. Por esse motivo,
comumente associa-se opc¢des farmacoldgicas adjuntas ao tratamento. No entanto, os atuais
tratamentos farmacologicos para obesidade, visam apenas a perda de peso, ndo possuindo por
objetivo minimizar os danos cerebrais causados pela doenca, além de serem conhecidos por
causar diversos efeitos colaterais aos pacientes!’. Sendo assim, faz-se necessario a
implementacdo de novas opcdes terapéuticas, que visem ndo sO a perda de peso, mas o
reestabelecimento da homeostase metabolica.

Dessa forma, a nanotecnologia demonstra ser uma area promissora para o tratamento de
doencas, onde materiais com tamanhos de 1 a 100 nm sdo empregados para Servir como

ferramentas de diagndstico de doencas, ou, para fornecer agentes terapéuticos a locais
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especificos de maneira controlada®®. As nanoparticulas podem ser divididas em organicas e
inorgénicas. Dentre as inorgénicas, destaca-se as nanoparticulas de ouro (AuNPSs), por suas
propriedades Opticas, eletrénicas, redox e cataliticas, bem como, antioxidantes e anti-
inflamatorias'®. Ademais, as AUNPs possuem a capacidade carrear farmacos e biomoléculas a
tecidos e células alvo, conjugando-se facilmente a oligonucleotideos, proteinas e peptideos?.

A carnitina, por ser um dipeptideo possui alto potencial de ligacdo com AuNPs. E, sua
principal funcdo é o transporte de acidos graxos de cadeia longa do citosol para a matriz
mitocondrial, onde ocorre a B-oxidacdo?l. Além disso, a carnitina pode atuar como um
composto antioxidante e anti-inflamatorio??>2%. Desse modo, espera-se que a associagio de
AUNPs com carnitina, possa atuar na inflamacéo presente no tecido adiposo, e, por conseguinte,
reestabelecer a funcionalidade cerebral.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Obesidade: Definicao, epidemiologia e diagnostico

Sendo definida pela OMS como um acumulo anormal ou excessivo de gordura, a
obesidade é considerada uma doenca inflamatdria cronica de baixo grau, que apresenta risco a
salde!. Sabe-se que a obesidade tem causa multifatorial, porém seus principais fatores
desencadeadores sdo o alto consumo caldrico associado ao baixo gasto energéticol?. Esse
excedente calorico é armazenado na forma de triglicerideos no tecido adiposo, aumentando o
acumulo de gordura corporal, principalmente na regido abdominal, estando associado a
alteracdes em parametros bioquimicos, como niveis elevados de glicose, triglicerideos, bem
como alteragBes nos niveis de colesterol e suas fragdes®*. Nesse sentido, a obesidade esta
relacionada ao desenvolvimento de comorbidades, como diabetes tipo 2% e doengas
cardiovasculares?®. Além disso, associa-se também a doencas respiratorias®®, depressdo?’ e
alguns tipos de canceres®.

A obesidade tornou-se um problema de saude publica mundial, apresentando aumento
dos casos em paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Dados da OMS indicam que, em
2016 mais de 1,9 bilhdo de adultos apresentavam excesso de peso, sendo destes 650 milhdes
com obesidade, perfazendo um total de 39% de adultos acima do peso e 13% com obesidade.
Ainda a nivel mundial, em 2019, 38 milhGes de criancas de até 5 anos foram classificadas com

sobrepeso ou obesidade!. Desse modo, estima-se que, em 2025, cerca de 2,3 bilhdes de adultos
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terdo sobrepeso, 700 milhdes terdo obesidade e 75 milhdes de criangas estardo com excesso de
peso ou com alguma classificacdo de obesidade?®.

No Brasil, segundo a Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doengas Cronicas
por Inquérito Telefénico (VIGITEL), constatou-se que, em 2019, a frequéncia de excesso de
peso em adultos foi 55,4%, ja a frequéncia de obesidade foi de 20,3%, podendo perceber o
aumento de 72% nos Gltimos treze anos, onde em 2006 esse nimero era de 11,8%2°. Com
relacdo a obesidade infantil, o Ministério da Saude e a Organizacdo Panamericana da Salde
apontam que, 12,9% das criancas brasileiras entre 5 e 9 anos de idade tém obesidade, assim
como 7% dos adolescentes de 12 a 17 anos*’.

De acordo com os dados expostos, pode-se perceber o aumento de casos de obesidade,
portanto, para um tratamento eficiente, é necessario que haja um diagndstico correto do
paciente. Nesse sentido, 0s métodos mais precisos sdo a ressonancia magnetica, a tomografia
computadorizada, a pesagem hidrostatica e a absorciometria com raio X de dupla energia
(DEXA)Y. No entanto, essas técnicas apresentam alto custo, dificultando sua utilizacdo. Entéo,
0 método mais empregado e de mais facil acesso é o calculo do indice de massa corporal (IMC),
onde divide-se 0 peso pela altura ao quadrado e com o resultado classifica-se o estado
nutricional segundo a OMS. Nessa classificacdo, entende-se como sobrepeso o IMC de 25
kg/m?a 29,9 kg/m? e obesidade o IMC igual ou superior a 30 kg/m?. Ainda é possivel classificar
de acordo com o grau de obesidade sendo de 30 a 34,0 kg/m? obesidade grau I, 35 a 39,9 kg/m?
obesidade grau Il e igual ou acima de 40 kg/m? obesidade grau 11117,

Apesar de muito valido e utilizado, o IMC é um método que nao distingue massa gorda
de massa magra, sendo assim, néo ¢ totalmente preciso’*°. Por isso, € interessante associar o
IMC a outros parametros, como a medida da circunferéncia abdominal, onde considera-se
102cm para homens e 88cm para mulheres como fatores de alto risco para o desenvolvimento
de doencas®’. Além desses, outros métodos de avaliagdo corporal também podem ser
empregados, como as medidas das pregas cutaneas e a avaliacdo por bioimpedéancia, que
mensura o percentual de gordura através da passagem de uma corrente elétrica pelo corpo do
individuo. Esse método também diferencia a gordura abdominal/visceral da subcutanea, sendo
essas, consideradas importantes parametros, visto que a distribuicdo anormal de gordura,
principalmente o excesso de gordura visceral, é fator de risco para obesidade e suas

comorbidades, o que acaba implicando na sua fisiopatologia®2.

1.1.2 Fisiopatologia da Obesidade
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Apo6s a identificacdo da obesidade, € necessario compreender 0s mecanismos
fisiopatoldgicos dessa doenca. Sabe-se que o tecido adiposo pode ser distribuido 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 bebés, estando em menor quantidade em
adultos, sua principal funcéo é dissipar a energia através da producgdo de calor (termogénese),
além de ser um tecido rico em mitocdndrias. JA 0 TAB, é responsavel por armazenar 0 excesso
de energia na forma de triglicerideos, liberando-os em forma de acidos graxos quando o corpo
necessita de energia®.

Contudo, além de armazenar gordura, 0 TAB é considerado um 6rgdo enddcrino, que
controla processos metabodlicos, incluindo a homeostase de lipidios e glicose®. Tendo a
capacidade de secretar substancias denominadas adipocinas, que sdo peptideos com funcao
hormonal, relacionadas ao controle da ingestao nutricional, controle da sensibilidade a insulina,
bem como mediadores do processo inflamatério®. Uma dessas adipocinas liberadas por este
tecido € a adiponectina, que possui acdo sensibilizadora da insulina, anti-inflamatoria e
angiogénica, porém na obesidade ha uma queda na sua producio®®.

Outra adipocina produzida pelo tecido adiposo € a leptina, que possui papel em sinalizar
a suficiéncia energética, ou seja, indicar saciedade®’. Individuos com obesidade apresentam
niveis circulantes altos de leptina, mas esses niveis ndo induzem a resposta de diminuicdo da
ingestdo alimentar, mostrando entdo, que esses individuos apresentam resisténcia a acdo da
leptina®®. Opostamente a agdo da leptina, tem-se a grelina, que é secretada pelo estomago em
momentos de jejum, gerando a sensacdo de fome e induzindo a ingestdo de alimentos. Niveis
elevados de grelina sio observados em pacientes com obesidade®.

Intimamente ligada a homeostase da glicemia tem-se a insulina, juntamente com a
adiponectina, a resistina e a visfatina®®. De fato, a insulina € um hormonio relacionado ao
metabolismo energético, sendo secretada pelas células beta pancreéticas, tendo funcdo de
sinalizar a entrada de glicose nas células*!. Individuos com obesidade comumente apresentam
resisténcia a acdo da insulina. Isso se deve ao fato do acimulo de AGL, bem como, da
inflamagc&o presente na obesidade, comprometerem a captura da glicose para dentro da célula®?.
Em consequéncia da menor captacdo de glicose, torna-se necessaria uma maior producéo de
insulina pelo pancreas para a manutencdo dos niveis glicémicos normais, aumentando assim,
os niveis circulantes deste hormonio®.

O presente desequilibrio hormonal na obesidade favorece o consumo excessivo de
nutrientes, com isso ha uma expansao do tecido adiposo, resultando em hipertrofia dos

adipdcitos, aumentando a sua capacidade de armazenamento de lipideos. Quando a capacidade
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de armazenamento é saturada, h& uma replicagdo adipocitaria, originando adipdcitos adicionais
em um processo designado hiperplasia®. Com isso, ha um estreitamento no espaco extracelular,
comprimindo 0s vasos sanguineos e, consequentemente, levando ao comprometimento da
irrigacdo sanguinea e da distribuico de oxigénio no local, favorecendo o estado de hipdxia’.

A hipdxia, por sua vez, leva a necrose adipocitaria, com consequente liberacdo
excessiva de quimiocinas, como a proteina quimiotatica de mondcitos-1, levando ao
recrutamento e infiltracdo de mondcitos da corrente sanguinea para o tecido, dando origem a
macrofagos teciduais. Os macrofagos recrutados, sofrem uma mudanca na distribuicdo,
formando estruturas semelhantes a coroas ao redor dos adipdcitos necroticos*. Esses
macrofagos expressam fenoétipo M1, ou seja, apresentam perfil pré-inflamatorio, sendo estes,
responsaveis pelo aumento da producéo de citocinas pré-inflamatorias como TNF-a, IL -1f e
IL-6 e de EROs, levando a um estado pro-inflamatorio®® (Figura 1).

MAGRO OBESOQ

* Hipertrofia
* Hiperplasia

* Hipoxia

@ Eosinéfilos (# Neutrofilos
‘ Células T CD8 %) Células iNKT N
O 9 Células Th2
9 Células Thl g Leptina; Resistina;

@ Células Treg
) Macrofagos M1

TNF; IL-1B; IL-6.

@ Macrofagos M2

Figura 1: Representacdo da inflamacéo do tecido adiposo na obesidade.

Diferenca no tamanho e no nimero dos adipécitos entre individuos magros e individuos com obesidade. Na
obesidade observa-se hipdxia com consequente quadro inflamatorio. IL-1p: interleucina - 1B; IL-6: interleucina -
6; INKT: células T natural killer invariantes; T CD8: linfocitos T do agrupamento de diferenciacdo 8; Thl: T
helper 1; Th2: T helper 2; TNF: fator de necrose tumoral; Treg: células T reguladoras.

Fonte: Adaptado de Ahmed et al*?

Por isso, a obesidade é reconhecida como uma doenca que leva a uma inflamagéo

crbnica de baixo grau, com aumento AGL circulantes e citocinas pré-inflamatorias, resultando
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em uma alteracdo da homeostase de muitos 6rgéos, inclusive no sistema nervoso central (SNC),
podendo ser afetado pela via do nervo vago, pelo plexo céroide ou através da BHE, gerando

uma neuroinflamagéo®#,

1.1.3 Obesidade e Sistema Nervoso Central

A funcgéo cerebral pode ser afetada pelo alto consumo de dietas ricas em calorias e
gordura saturada, pois modificam a microbiota intestinal, aumentando a inflamacdo e a
permeabilidade do intestino, impactando na comunicacdo intestino-cérebro através do nervo
vago®™. Além disso, AGL circulantes, bem como, citocinas pré-inflamatdrias, podem afetar a
funcéo cerebral*®. De fato, os AGL podem ativar os receptores do tipo Toll 4 (TLR4), que estéo
localizados na membrana superficial das células imunes inatas, aumentando a inflamacao
mediada pelo fator nuclear kappa B (NF-«xB). Por conseguinte, ha o aumento do extravasamento
de leucocitos, liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias e ativacdo da microglia*’. Ademais, a
leptina no hipotalamo, levando a insensibilidade a acio desses hormonios*.

A BHE € 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 substancias do sangue para o tecido nervoso*. No entanto, a BHE ndo protege
a eminéncia mediana, e, sabe-se que o hipotdlamo detecta nutrientes e hormonios circulantes
por meio dessa regido, que contém um sistema capilar Unico, e, integra os sinais de saciedade e
estado nutricional para manter a homeostase metabolica, via sinalizacdo neuroenddcrina e
autondmica. Portanto, o hipotalamo acaba ndo sendo totalmente protegido pela BHE, sendo
esse fator contribuinte para que essa estrutura fique suscetivel a fatores circulantes, como AGL
e citocinas pro-inflamatdrias, gerando neuroinflamag&o®.

O hipotalamo controla uma série de fun¢des neuroendocrinas que regulam a homeostase
energética, estando diretamente relacionado com a ingestdo de alimentos!®. Dessa forma,
detecta e integra o feedback hormonal, que circulam em niveis proporcionais ao estado
nutricional e as reservas do tecido adiposo?!. Para essa fungdo, o hipotdlamo possui um sistema
de melanocortina, que consiste em duas populacdes neuronais funcionalmente antagbnicas, que
estdo localizadas no nucleo arqueado (ARC) do hipotdlamo mediobasal. As projecGes do ARC
atingem os nucleos paraventriculares que contém altos niveis do receptor para melanocortina 3
(MC3R) e do receptor para melanocortina 4 (MC4R). Os subconjuntos de neur6nios que atuam

no ARC sdo 0s neurdnios orexigenos, que contém o neuropeptideo Y (NPY) e o neuropeptideo
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relacionado ao gene agouti (AgRP), e 0s neurbnios anorexigenos, onde fazem parte a
proopiomelanocortina (POMC) e o transcrito regulado por cocaina-anfetamina (CART).
Ambas as populaces neuronais expressam altos niveis de receptores que ligam horménios e,
respondem a estimulos metabolicos para controlar a ingestdo de alimentos e o gasto
energético®?.

No estado alimentado, foi demonstrado em modelo experimental, que h4 um aumento
nos niveis circulantes de insulina e leptina, esses inibem os neurdnios AgRP e ativam o0s
neurénios POMC, o que desencadeia a sinalizacdo de MC4R, levando a diminui¢do da ingestéo
energética e ao aumento do gasto energético, culminando em saciedade®?. Em contrapartida, no
jejum, a um aumento nos niveis circulantes de grelina, ativando os neurdnios do AgRP,
enquanto inibe a expressdo de POMC, resultando em diminuigdo da sinalizacdo de MC4R,
ocasionando a estimulagio do comportamento alimentar®®. Por esses motivos, o hipotalamo é
conhecido como o centro da saciedade.

Embora o controle alimentar homeostéatico, realizado pelo hipotalamo, tenha grande
influéncia no controle da ingestdo de alimentos, ele ndo € o Unico. Dessa forma, o hipotalamo
também exerce efeito sobre a regulacdo através da via hedbnica, baseada no sistema de
recompensa, que consiste principalmente em projecGes dopaminérgicas, essas da area
tegmental ventral e da substancia nigra, para o cortex pré-frontal, o estriado e o ndcleo
accumbens®. Assim, o hipotdlamo recebe sinais externos e se comunica diretamente com
componentes do sistema de recompensa, ou seja, a medida que individuos com obesidade
consomem alimentos em niveis acima da manutencdo homeostatica, o0 sistema de recompensa
pode exercer mais controle sobre o impulso de comer®®. Portanto, os circuitos homeostaticos e
de recompensa atuam em conjunto para promover comportamentos alimentares em condicdes
de privagao e inibir a ingestdo de alimentos em condicdes de saciedade®®.

Diante disso, certos alimentos, particularmente os hiperpalataveis, ou seja, 0s ricos em
acucares e gorduras, geram recompensas que promovem a alimentacdo, mesmo na auséncia da
necessidade energética®’. Isso se da, por meio da liberacio de dopamina (DA), que é um
neurotransmissor chave na modulagdo de recompensas naturais e medicamentosas®®. Desse
modo, apos a primeira exposicdo a uma recompensa alimentar (alimento hiperpalatavel), ha um
disparo de DA da area tegmental ventral para o nicleo accumbens®®. No entanto, com a
exposicao repetida a esse alimento, a resposta dopaminérgica se habitua e, é gradualmente
transferida para os estimulos associados, como o cheiro da comida, que é entdo processado

como um preditor, tornando-se uma sugestdo condicionada a essa recompensa>®.
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A exposicdo a esses estimulos alimentares esta diretamente relacionada ao desejo de
comer. Assim, um individuo constantemente comerd um determinado alimento para
experimentar esse sentimento prazeroso de recompensa, podendo levar a obesidade®. De fato,
é visto que na obesidade h4& um comprometimento do sistema de recompensa, destacando
anormalidades em regiGes como cortex pré-frontal e estriado®. Aliado a isso, é visto que
individuos com obesidade tem uma menor disponibilidade de receptores D2 para DA no corpo
estriado®. A diminuic&o da sinalizacio dos receptores D2, provavelmente reduz a sensibilidade
as recompensas naturais, um déficit que os individuos com obesidade podem se esforcar para
compensar temporariamente comendo além do necessario®L.

Outra estrutura cerebral que também esta intimamente relacionada a obesidade, é o
hipocampo. Esse, esté associado a regulagdo do humor, aprendizado e memoria, bem como,
esta envolvido na regulacdo dos comportamentos alimentares por meio do processamento de
processos mnemonicos®?. Realmente, estudos sugerem possiveis efeitos da dieta obesogénica
em prejudicar a plasticidade neural no hipocampo, 0 que, por sua vez, poderia contribuir para
o declinio cognitivo, distirbios emocionais, e, em comportamentos de hiperfagia®®®*. Aliado a
isso, estudo de imagem demonstra que, em individuos com obesidade, mas ndo em individuos
eutréficos, o hipocampo mostra hiperativacio em resposta a estimulos alimentares®®. Em suma,
a plasticidade sinaptica hipocampal prejudicada, pode agravar quadros de obesidade®®.

Na obesidade, 0 excesso de nutrientes ingeridos, bem como, a sinalizacéo de citocinas
pro-inflamatorias, levam a formacdo de EROs, por meio de diversas vias intracelulares. Do
mesmo modo, a maior producdo de EROs, intensifica o processo inflamatorio, tornando-se
entdo, um ciclo vicioso®’. Dentre as EROs tem-se 0 radical anion superoxido (Oz), o peroxido
de hidrogénio (H20>) e o radical hidroxila (OH"). As EROs podem reagir com outras moléculas
e causar danos a lipidios, proteinas e ao acido desoxirribonucleico (DNA)%, Para combater as
EROs, o organismo dispde de um sistema antioxidante, que tem por objetivo limitar os niveis
dessas espécies. Esse sistema se baseia em antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. Dentre
0 enzimatico, tem-se as enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx). J& 0 ndo enzimatico € composto por vitamina E, vitamina C, acido Urico,
carotenoides e polifendis, sendo esses de origem dietética®®. Quando ha um desequilibrio na
producdo desses oxidantes e reducdo das defesas antioxidantes, acontece o que se chama de
estresse oxidativo’®.

O estresse oxidativo esta presente na obesidade, onde estudo demonstrou que uma dieta
rica em gordura induz estresse oxidativo a nivel cerebral, bem como disfungio do mesmo?3,

Ainda, o excesso de EROs pode levar a disfungdo mitocondrial”*. Do mesmo modo, a disfungéo
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mitocondrial, presente na obesidade, pode favorecer a geragdo de EROs’2. Isso se deve ao fato
do consumo excessivo de nutrientes acarretar em sobrecarga mitocondrial de acidos graxos e
glicose, elevando a producéo de acetilcoenzima A (Acetil-CoA), bem como de nicotinamida
adenina dinucleotideo (NADH) pelo ciclo de Krebs, aumentando a disponibilidade de
elétrons’®. Quando a taxa de entrada de elétrons na cadeia respiratoria e, a taxa de transferéncia
de elétrons ao longo da cadeia ndo sdo coordenadas, ha o0 vazamento de elétrons, principalmente
dos complexos | e 111"*. Em sequéncia, esses elétrons reagem com o oxigénio, formando o O,
que é reduzido a H20O2 pela enzima SOD. Ademais, 0 O2 pode reagir com o radical livre éxido
nitrico (NO) e gerar a espécie reativa de nitrogénio, peroxinitrito (ONOO)”™. O ONOO pode
oxidar moléculas biolégicas, incluindo lipidios, DNA e proteinas por meio de reagdes diretas
ou por hemdlise espontanea’®.

Por conseguinte, na presenca de ferro o H.0, forma OH' pela reacdo de Fenton, para
que isso n&do ocorra, € necessario que o H>O. seja reduzido a gua, essa reacdo é realizada pelas
enzimas CAT e GPx’’. A GPx tem como substrato a glutationa reduzida (GSH), que também
atua na desintoxicacdo de aldeidos reativos, como o malondialdeido sendo esses, gerados
durante a peroxidacéo lipidica’®. Portanto, a maior producio de EROs pode levar a danos
celulares, agredindo os complexos da cadeia respiratdria mitocondrial, prejudicando sua
funcionalidade™. De fato, as mitocondrias exercem papel fundamental no metabolismo
energético. Tendo como principal funcdo a producdo de energia para as celulas a partir de
substratos provenientes da alimentacdo, resultando na formacdo de adenosina trifosfato
(ATP)®,

Assim, os elétrons provenientes dos nutrientes, sdo transformados em acetil-CoA, que
é transferido ao ciclo de Krebs’. Esse ciclo é formado por uma série de reacdes compostas por
oito passos. Assim, a primeira etapa do ciclo, € realizada pela enzima citrato sintase que catalisa
a condensacdo do oxaloacetato e do grupo acetil da Acetil-CoA, formando cirtrato!*. Em
seguida, ocorre a isomerizacdo do citrato, sendo convertido a isocitrato, pela acdo da enzima
aconitase®!. O isocitrato € entdo, descarboxilado em alfa-cetoglutarato pela enzima isocitrato
desidrogenase. Posteriormente, ocorre uma segunda descarboxilacdo, onde o alfa-cetoglutarato
é convertido em succinil-CoA pelo complexo alfa-cetoglutarato desidrogenase. O succinil-
CoA, sofre acdo da succinil-CoA sintetase, formando succinato. O succinato, € 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 acdo da malato desidrogenase®223,
Dessa forma, todas as enzimas que comp6em o ciclo de Krebs possuem papel fundamental,

havendo destaque para a enzima SDH, que é um dos marcadores mais confiaveis 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 respiratoria mitocondrial (complexo 11)84,

Com a finalizagdo da volta no ciclo de Krebs, hé a geracdo de duas moléculas de CO»,
trés de NADH, uma de flavina adenina dinucleotideo reduzida (FADH2) e uma molécula de
ATP’. O NADH e o FADH, transferem elétrons para o complexo I e 1l, respectivamente, da
cadeia respiratdria mitocondrial e, a partir destes, vdo para os complexos Ill e IV. Com isso, ha
um bombeamento de prétons da matriz mitocondrial para o espa¢o intermembranas, formando
um gradiente eletroquimico, responsavel pela formacdo do potencial de membrana
mitocondrial, encaminhando o fluxo de prétons de volta a matriz mitocondrial através da ATP

sintase que, por fim, utiliza essa energia para a sintese de ATP"4® (Figura 2).
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Figura 2: Relacdo entre o metabolismo energético e a geracdo de EROs.

A partir do transporte de elétrons pela cadeia respiratdria mitocondrial pode haver a formacdo de EROs, para
reduzir esses EROs tem-se a acdo das enzimas antioxidantes. ADP: adenosina difosfato; ATP: adenosina trifosfato;
CAT: catalase; CITC: citocromo c; CoA: coenzima A, e-: elétrons; FAD: flavina adenina dinucleotideo; FADH,:
flavina adenina dinucleotideo reduzida; Fe?*: ferro; GPx: glutationa peroxidase; H*: fon hidrogénio; H,O: agua;
H>O,. peroxido de hidrogénio; NAD*: nicotinamida adenina dinucleotideo oxidada; NADH: nicotinamida adenina
dinucleotideo reduzida; O2: oxigénio; O,*-: &nion superoxido; OH-: radical hidroxila; Pi: fosfato; SOD: superoxido
dismutase; UBQ: ubiquinona.

Fonte: Adaptado de Nolfi-Donegan et al ™.

Na obesidade, o desequilibrio metabolico da entrada de nutrientes, producéo de energia

e oxidacdo, resulta em disfuncdo mitocondrial®®. A disfungdo mitocondrial é definida como a
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incapacidade das mitocondrias de gerar e sustentar niveis suficientes de ATP®’. Ademais, a
disfuncdo mitocondrial também estd envolvida em alguns sinais e sintomas presentes na
obesidade, como o baixo gasto energético, ingestao cronica excessiva de alimentos e, a presenca
de marcadores inflamatorios. Essas mudancas ndo sé favorecem o desenvolvimento e

progressdo da obesidade, mas também tém implicacGes para o seu tratamento®®,

1.1.4 Tratamento da Obesidade

A obesidade é considerada uma doenca multifatorial, portanto, o tratamento deve conter
uma abordagem multidisciplinar'’. Com isso, sabe-se que a primeira linha de tratamento deve
ser a juncdo de uma dieta hipocalorica, isto é, que proporcione balangco energetico negativo,
associada com a pratica regular de atividade fisica, aumentando assim 0 gasto energético,
juntamente com terapia cognitiva®®.

Entretanto, o tratamento dietético e o acréscimo de atividade fisica, isoladamente, nem
sempre ¢ eficaz!®. Por isso, comumente associa-se opgOes farmacoldgicas adjuntas ao
tratamento. No Brasil, estdo autorizados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) alguns farmacos para tratamento da obesidade, sendo eles a sibutramina, o orlistate
e a liraglutida. Todavia, sabe-se que esses farmacos disponiveis até 0 momento, ndo trazem
uma total efetividade, visto que possuem diferentes efeitos adversos a salide!’. Desse modo, ha
a necessidade da busca de novas alternativas terapéuticas mais seguras e efetivas para o
tratamento da obesidade, principalmente visando o reestabelecimento da homeostase

metabdlica.

1.1.5 Nanotecnologia

Sendo considerada uma area promissora €, em crescimento, a nanotecnologia tem por
objetivo a criacdo de estruturas, dispositivos e materiais, através de rearranjo dos atomos, de
modo que essas estruturas e componentes melhorem significativamente suas propriedades®®.
Desse modo, é possivel sua aplicacdo em uma ampla gama de campos, como na quimica, fisica,
biologia, medicina, engenharia e eletrénica®. O prefixo “nano” ¢ referido a0 termo grego que
significa “ando” ou algo muito pequeno, e representa um milionésimo de metro®.

A nanotecnologia contém materiais com tamanhos de 1 a 100 nm, bem como possui
propriedades de reatividade quimica, condutancia elétrica, magnetismo, efeitos dpticos e

resisténcia fisica®. As nanoparticulas podem ser divididas em organicas e inorganicas. Dentre
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as organicas tem-se 0s virus e os componentes celulares. Ja as inorganicas, sdo compostas por
Oxidos metalicos, como o ¢xido de ferro, dioxido de titanio, dioxido de silicio, entre outros, e,
pelos metais, como o cobre, o niquel, a prata e 0 ouro®2. De fato, devido ao seu tamanho, as
nanoparticulas podem entrar e atravessar tecidos com maior facilidade, havendo destaque para
as nanoparticulas metalicas, que tem por funcdo a entrega de farmacos. Dessa maneira, as
nanoparticulas metalicas, podem melhorar a biodisponibilidade de fA&rmacos potencializando os
efeitos terapéuticos®.

1.1.5.1 Nanoparticulas de ouro

As AuNPs fazem parte do grupo de nanoparticulas metalicas, possuindo facilidade em
penetrar membranas celulares devido a sua escala nanomeétrica, por esse motivo, apresenta uma
gama de finalidades em aplicacdes biomédicas®. Em vista disso, 0 uso de AuNPs é empregado
no diagnostico e tratamento de canceres®, assim como, para o tratamento de processos
inflamatorios e autoimunes®. Ademais, as AuNPs sdo conhecidas por suas propriedades
Opticas, eletronicas, redox e cataliticas, bem como antioxidantes e anti-inflamatorias®®.

Os mecanismos de acdo das AuNPs nas vias inflamatdrias e oxidativas, pode ser
demonstrado por Khan e colaboradores®’, onde foi induzido artrite em ratos e esses foram
tratados com AuNPs na dose de 20 pg/kg, por 20 dias, e a partir disso foi demonstrado uma
diminuicdo significativa no nivel de mediadores inflamatérios, como TNF-a, IL-1,
ciclooxigenase-2 (COX-2) e de fator de transcricao nuclear kappa B (NF-kB). Além disso, as
AuUNPs atenuaram notavelmente o desequilibrio no nivel de antioxidante e oxidante, chegando
proximo ao normal. Portanto, as AUNPs atuam como agentes antioxidantes, inibindo a cascata
de formac&o de EROs e aumentando o sistema de defesa antioxidante enzimatico®.

Outro mecanismo proposto pela literatura sobre a acdo das AuUNPs nas vias inflamatérias
se da atraves da regulacdo negativa da expressdo de IL-1PB. Nesse sentido, foi evidenciado a
capacidade das AuNPs de interagir com IL-1p extracelular, evitando sua ligacao aos receptores
de membrana, inibindo a cascata de sinalizacdo de IL-1B, neutralizando as propriedades
inflamatdrias dessa citocina®. Aliado a isso, Chen e colaboradores® demonstraram reducéo
nos niveis de RNA mensageiro (mMRNA), de TNF-a ¢ de IL-6 na gordura de camundongos que
receberam AUNPSs de 21nm, havendo também, reducdo de gordura retroperitoneal e mesentérica
desses camundongos.

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

sem a necessidade de estimulos externosi®1%2 Em vista disso, Pra e colaboradores!®
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demonstraram que o tratamento com AuNPs, de 18 nm, na concentracdo 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 concentracéo significativa de AuNPs
no tecido adiposo, o que pode ser Util para o tratamento da inflamac&o associada a obesidade.
Outra caracteristica das AuNPs é a capacidade de se conjugarem facilmente a drogas e
biomoléculas, como oligonucleotideos, proteinas e peptideos. Portanto, as AuNPs podem ser
consideradas carreadoras de farmacos, podendo utiliza-las como veiculos para entrega de

moléculas, como a carnitina, em tecidos e células alvo?.

1.1.6 Carnitina

A carnitina, por ser um dipeptideo possui alto potencial de ligacdo com AUNPs.
Podendo ser obtida pela dieta a partir de produtos derivados de animais, como carne vermelha
e laticinios e, também pode ser sintetizada endogenamente nos rins, figado e cérebro'®. Apesar
disso, é considerada um nutriente condicionalmente essencial para humanos em circunstancias
especificas, quando os niveis intracelulares sdo baixos, por exemplo, em bebés prematuros,
pacientes idosos, diabetes tipo 2 e condic¢des genéticas que resultam em deficiéncia primaria ou
secundaria de carnitina®®,

A principal funcéo da carnitina € o transporte de &cidos graxos de cadeia longa do citosol
para a matriz mitocondrial, onde ocorre a p-oxidacdo?!. Esse processo é realizado em trés passos
pelo ciclo da carnitina. Inicialmente, o acido graxo de cadeia longa é convertido em Acil-
coenzima A (acil-CoA) graxo pela enzima acil-CoA sintase. Em seguida, o acil-CoA graxo, €
convertido em acilcarnitinas, pela acdo da enzima carnitina palmitoiltransferase |1 (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 11 (CPT Il), localizada na membrana
mitocondrial interna, converte as acilcarnitinas de volta em acil-CoA graxo, para ser usado na
B-oxidagdo. Juntamente é liberado a carnitina livre, dentro da matriz mitocondrial. A carnitina
retorna ao espaco intermembrana por meio do transportador acil-carnitina/carnitina, servindo

como substrato para CPT | para formar mais acilcarnitina’ (Figura 3).
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Figura 3: Representacdo do mecanismo de ag¢do da carnitina na mitocéndria.

A carnitina é necessaria para o transporte de acidos graxos de cadeia longa para dentro da mitocondria, esse
processo € realizado em trés passos pelo ciclo da carnitina, que envolve véarias enzimas presentes na membrana
mitocondrial, tendo como objetivo final, a producdo de energia a partir de acidos graxos. AGCL.: &cido graxo de
cadeia longa; CoA: coenzima A; C: carnitina livre; CPT-I: carnitina palmitoiltransferase I; CPT-II: carnitina
palmitoiltransferase Il; MP: membrana plasmatica; MME: membrana mitocondrial externa; MMI: membrana
mitocondrial interna.

Fonte: Adaptado de Takahashi'®®,

De fato, o transporte da carnitina é essencial para evitar o acimulo de &cidos graxos de
cadeia longa e acil-CoAs de cadeia longa, que podem ser deletérios para as células!®. No
entanto, a carnitina possui outras funcbes, onde estudos in vivo demonstraram acgdo
antioxidante, impedindo a disfuncdo mitocondrial*®’ e, anti-inflamatdria?®, bem como, melhoria
no metabolismo da glicose!®® e efeito cardioprotetor’®. Estudos em humanos também
demonstraram esses efeitos, apresentando acdo cardioprotetoral®, antioxidante!!!, anti-
inflamatdrial!? e, efeito no desenvolvimento embrionario!!3. Portanto, a carnitina, por ser um
dipeptideo possui alto potencial de ligagcdo com AuNPs, com isso, podera ser carreada com mais
facilidade para a gordura visceral, atuando na inflamagdo 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 parametros neuroquimicos
de camundongos submetidos a obesidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito do tratamento com AuNPs associada a carnitina sobre o peso corporal
e 0 peso da gordura mesentéerica de camundongos submetidos a obesidade induzida por
dieta hiperlipidica;

e Avaliar a producdo de oxidantes e os niveis de dano oxidativo em cérebro de
camundongos submetidos a obesidade tratados com AuNPs associada a carnitina;

e Avaliar a atividade da SOD e os niveis de GSH em cérebro de camundongos submetidos
a obesidade tratados com AuNPs associada a carnitina;

e Avaliar a atividade da enzima SDH em cérebro de camundongos submetidos a
obesidade tratados com AuNPs associada a carnitina;

e Avaliar a atividade dos complexos I, Il e 1V da cadeia respiratoria mitocondrial em
cérebro de camundongos submetidos a obesidade tratados com AuNPs associada a

carnitina.
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

O presente trabalho trata-se de um estudo experimental com modelo animal de
obesidade induzida pelo consumo de dieta hiperlipidica e tratamento com AuNPs associada a

carnitina.

3.2 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

As racOes foram obtidas da empresa PragSolugbes Biociéncias — PragSolugdes
Comeércio e Servigcos Ltda, SP, Brasil. As AuNPs foram produzidas a partir do acido
tetraclorodurico adquirido na Sigma-Aldrich, MO, EUA, juntamente com o0 agente redutor
citrato de sodio (Nuclear, SP,Brasil). A carnitina foi comprada na farmécia de manipulagéo
Maria Rocha, SC, Brasil.

Para dosagem dos niveis de DCF, foi utilizado: Diacetato do DCF. Para analise de dano
oxidativo em lipidios foi utilizado: acido tricloroacético e acido tiobarbitarico. A anéalise de
dano a proteinas foi realizada com o uso de acido tricloroacético e dinitrofenilhidrazina. Para
avaliar a atividade da SOD, foi utilizado: glicina-NaOH e adrenalina 60 mM. Para analise nos
niveis de GSH, foi utilizado: &cido tricloroacético 10%, tampao fosfato e acido 5,5’-ditiobis-
(2-nitrobenzéico) (DTNB).

Para determinacdo de quantidade proteica na amostra, foi utilizado: Albumina bovina,
hidroxido de sodio, carbonato de sodio, sulfato de cobre, tartarato de Na+ e K+ e Folin. Para
analise da enzima SDH foi utilizado: Fosfato de potassio dibasico, fosfato de potassio
monobasico, rotenona, succinato de sodio, 2,6-dicloroindofenol (2,6-DCIP), azida sodica e
metassulfato de fenazina. Para analise da atividade dos complexos da cadeia respiratéria
mitocondrial, foi utilizado: Fosfato de potéssio dibasico, fosfato de potassio monobaésico,
rotenona, ferricianeto, NADH, succinato de soédio, 2,6-DCIP e azida sddica, lauril maltosideo,
tampdo SETH (Sacarose, EDTA, Trizma base e Heparina), borato e CitocromoC.

Os equipamentos utilizados para sintese e caracterizacdo das AuNPs foram: baldo de
fundo redondo, agitador magnético, espectrofotdmetro modelo UV-1800 e NanoBrook Omni
(Brookhaven Instruments Corporation NY, EUA), e foram feitas em parceria com o laboratério

do Laboratdrio de Fisiopatologia Experimental na Universidade do Extremo sul Catarinense
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(UNESC). Para as andlises bioquimicas foi utilizado: Homogeneizador, freezer, geladeira,
balanca analitica, pHmetro, centrifuga, banho-maria, espectrofotdmetro. O experimento
acontecerd no biotério e Laboratério de Neurobiologia de Processos Inflamatérios e
Metabdlicos, UNISUL, Tubardo/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 diferenca de até 20% nos parametros a
serem analisados entre 0s grupos, com uma variancia de no maximo 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 lotacdo maxima de 5
camundongos, sendo mantidos em ciclos de claro-escuro de 12 horas e temperatura de 23+1°C.
Onde tiveram livre acesso a agua e racdo. Os animais foram procedentes do biotério da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

3.4 SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE OURO

AuUNPs com tamanhos médios de 20 nm foram sintetizadas, a partir de redugdo quimica
do precursor metalico acido tetraclorodurico (HAuCI 4) (Sigma-Aldrich, MO, EUA) com o
agente redutor e estabilizante citrato de sddio (Nuclear, SP,Brasil). Inicialmente, 100 mL de
acido tetracloroaurico, foi transferido para um baldo de fundo redondo, a solucdo aquecida até
95°C e sob agitacdo. A solucgdo de citrato de sddio, previamente preparada, foi entdo adicionada,
e o sistema foi mantido a temperatura descrita, agitando durante 20 minutos'!4. A solugdo
adquiriu a coloracdo correspondente ao tamanho.

A solucdo de nanoparticulas de ouro foi imediatamente caracterizada empregando 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, foi
realizada a temperatura ambiente num espectrofotdmetro, utilizando uma cubeta de quartzo
com 1 cm de caminho 6tico. O espectro eletronico da solucdo foi no valor de 532 nm para
AUNPs de 20 nm.
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Para a caracterizagdo das nanoparticulas foi realizado o potencial zeta que € medido
utilizando um equipamento NanoBrook Omni (Brookhaven Instruments Corporation NY,
EUA), com controle de temperatura e laser padrdo vermelho 640 nm de 40 mW, foram
realizadas medicGes da mobilidade eletroforética (UE) e convertidas em valor em potencial
(mV) pelo préprio 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 agua
deionizada, para as amostras sintetizadas. As amostras tiveram sua concentragdo acertada 1,0
mg/mL (solucdo mae), e em seguida diluidas na proporcao de 1/30 para posterior leitura. As

leituras foram realizadas a 25°C.

3.5 CONJUGACAO DE CARNITINA E NANOPARTICULA DE OURO

A conjugacédo das AuNPs com carnitina foi realizado adicionando a carnitina na AuNPs,
essa mistura ficou em agitacdo por 1 hora em temperatura ambiente, para que ocorrasse a
reacdo. A concentracdo de carnitina foi de 500mg/ml em AuNPs, a qual foi a concentracao

minima testada previamente capaz de ligar a nanoparticula®*®.

3.6 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Inicialmente os animais foram pesados e divididos em dois grupos: grupo controle
(n=40), que recebeu dieta normolipidica e, grupo obeso (n=40) que recebeu dieta hiperlipidica.
Em seguida, deu-se inicio ao protocolo de indu¢do do modelo animal de obesidade, que teve
duracdo de 10 semanas através do consumo de racdo hiperlipidica, que oferece um maior teor
de calorias e de gordura saturada, quando comparada a racao normolipidica, como demonstrado
quadro 1. O protocolo para inducdo da obesidade, bem como, a composicdo das dietas foi
baseado em estudos prévios!!®. Desse modo, para confirmagéo do modelo animal de obesidade,
foi verificado o consumo alimentar a cada 48 horas e, calculado por meio da diferenca entre a
racdo ofertada e as sobras. A avaliacdo do consumo alimentar é importante para acompanhar a
aceitacdo da dieta, detectar alteracdes e influéncias ambientais, e acompanhar a relacdo com a
evolucdo do peso corporal. O peso corporal foi mensurado semanalmente, durante todo o

experimento.
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Quadro 01 — Composicao e valor calorico das dietas utilizadas.

T o Dieta normolpidica | Dieta Hiperlipidica
a/kg kcal/kg a/kg kcal/kg
Amido de milho 427,5 1710 115,5 462

Caseina 200 800 200 800

Sacarose 132 528 132 528
Amido dextrinizado 100 400 100 400

Oleo 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 al''’ e Razolli et al**®,

Ao final da sexta semana deu-se inicio 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 0s grupos com um n=10 cada. Assim, 0s grupos receberam, via
intraperitoneal, uma vez ao dia, o tratamento com nas seguintes concentracfes: Grupos AuNPs
receberam 70ug/kg®® de AuNPs (20nm), Grupos carnitina receberam 500mg/kg**® de carnitina
diluido em salina, Grupos AuNPs + carnitina receberam 500mg/ml de AuNPs + carnitina. Ja
nos grupos controle e obeso foi administrado apenas salina a0 mesmo tempo que 0S grupos
tratamento. O tratamento teve duracdo de 4 semanas, durando até o final do experimento
(décima semana).

Ao final do experimento (décima semana), houve a Ultima pesagem dos animais, € em
seguida foi realizada a eutandsia dos animais por decapitacdo. O método de morte por
decapitacéo e justificado pelo fato de que os métodos quimicos, utilizando farmacos, interferem

nas analises bioquimicas realizadas nesse estudo*® (Figura 4).
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Figura 4: Delineamento experimental do estudo.

3.7 REMOCAO E ARMAZENAMENTO DOS TECIDOS

Ap0s a eutanasia dos animais, a cavidade abdominal foi aberta e o tecido adiposo da
regido mesenteérica, localizado ao longo do trato intestinal, foi retirado e pesado. O cerebro dos
animais foi rapidamente removido e, na sequéncia, as estruturas cerebrais hipotdlamo, cortex
pré-frontal, hipocampo, e estriado foram isoladas. Em seguida, as amostras foram armazenadas

a -80°C para serem utilizadas nas andlises bioquimicas.

3.8 PESO DA GORDURA MESENTERICA

Ap0s a retirada da gordura mesentérica, essa foi rapidamente pesada em balanca de alta

precisdo, onde resultados foram expressos em gramas.
3.9 ENSAIOS BIOQUIMICOS
3.9.1 Andlise da producéo de oxidantes
A producdo de EROs foi determinada pela formacdo intracelular de DCF. Inicialmente,

as amostras foram homogeneizadas, em seguida adicionadas diacetato de 2,7-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA), sendo incubadas durante 30 minutos a 37 °C. A
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fluorescéncia foi determinada utilizando comprimento de onda de 488 nm (excitacdo) e 525 nm
(emissd0), sendo a curva de calibragdo realizada utilizando-se DCF padrdo (0-10 uM)!?°. Os
resultados foram expressos em fluorescéncia/mg de proteina.

Como indicador da formacdo de NO foi avaliado o metabdlito estavel nitrito. Assim,
para mensurar o contetdo 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 absorbancia medida a 540 nm. O contetdo de nitritos foi calculado com base numa
curva padrdo de 0 a 100 nM realizada com o metabdlito nitrito de sédio (NaNO2). Os resultados
foram calculados em pmol Nitrito/mg proteina®?.,

As analises foram normalizadas pelo contetdo de proteinas. As proteinas foram
determinadas pelo método de Lowry e colaboradores'??, e a albumina sérica bovina foi utilizada

como padréo.

3.9.2 Andlise de dano oxidativo

O dano oxidativo em proteinas foi avaliado pela determinacdo de grupamentos
carbonilas em proteinas oxidadas, com base na reacdo com dinitrofenilhidrazina, conforme
método descrito por Levine e colaboradores'?®. Nesta técnica as proteinas foram precipitadas
por adicdo de cido tricloroacético a 20% e dissolvidas em dinitrofenilhidrazina. A absorbancia
foi avaliada em 340 nm. E, os resultados foram expressos em nmol de proteinas carboniladas
por mg de proteina (nmol/mg proteina).

A andlise foi normalizada pelo conteudo de proteinas. As proteinas foram determinadas

pelo método de Lowry e colaboradores'??, e a albumina sérica bovina foi utilizada como padrao.

3.9.3 Atividade de enzimas antioxidantes

A atividade da enzima antioxidante SOD foi determinada pela inibi¢do da auto-oxidacao
da adrenalina medida espectrofotometricamente, conforme descrito por Bannister e
Calabrese!?*. A técnica baseia-se na inibigdo da reagdo do radical O, com adrenalina, composto
que se auto oxida com variacdo de pH. A oxidacdo da adrenalina leva a formacdo de
adrenocromo e a atividade da SOD foi determinada medindo-se a velocidade de formagéo 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.
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Os niveis de GSH foram determinados como descrito por Hissin e Hilf'%, A GSH foi
mensurada ap6s precipitacdo de proteina com 1 mL proteina de &cido tricloroacético 10%. Na
sequéncia foi adicionado tampao fosfato 800 mM, pH 7,4 ¢ 500 um de DTNB. O
desenvolvimento de cor resultante a partir da reacdo entre 0 DTNB e ti6is atingiu um maximo
em 5 min e manteve-se estavel durante mais de 30 min. A absorbéncia foi lida a 412nm depois
de 10 min. Uma curva padrdo de glutationa reduzida foi usado para calcular os niveis de GSH
nas amostras. Os resultados foram expressos em pmol/mg de proteina.

As andlises de SOD e GSH foram normalizadas pelo conteddo de proteinas. As
proteinas foram determinadas pelo método de Lowry e colaboradores'??, e a albumina sérica

bovina foi utilizada como padrdo.

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 colaboradores*?®. A um meio de incubagao foi adicionado tampéo fosfato de potassio
62,4 mM pH 7,4, succinato de sodio 250 mM, 2,6-DCIP e amostra. Os sistemas foram pré-
incubados por 20 minutos a 30°C em banho-maria e, apos, foi adicionado azida sédica 100 mM,
rotenona 1 mM, 2,6-DCIP e metassulfato de fenazina. A reducéo do 2,6-DCIP foi determinada
em 600 nm durante 5 minutos em espectrofotdbmetro. Os resultados foram expressos em
nmol/min x mg proteina. Sendo normalizadas pelo contetudo de proteinas. As proteinas foram
determinadas pelo método de Lowry e colaboradores!??, e a albumina sérica bovina foi utilizada

como padréo.

3.9.4.2 Atividade dos complexos da cadeia respiratdria mitocondrial

A atividade do complexo | foi avaliada pelo método descrito por Cassina e Radi'?’, pela
taxa de NADH-dependente da reducdo do ferricianeto. Em meio de reacdo foi adicionado
tampdo fosfato de potassio 100 mM, ferricianeto 10 mM, NADH 14 mM, rotenona 2 mM e
amostra. ApoOs a adicdo de todos os reagentes e da amostra, a leitura foi realizada em
espectrofotbmetro de 1 em 1 min, durante 3 min, em 420 nm.

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

colaboradores!?. Pela diminuigdo da absorbancia do 2,6-DCIP. A amostra foi adicionada a um
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meio de incubagdo contendo tampé&o fosfato de potassio 62,5 mM, succinato de sodio 250 mM
e 2,6-DCIP 0,5 mM., em seguida foi realizada incubacdo por 20 minutos a 30°C em banho-
maria. Apds a incubacdo foi adicionada azida sédica 100 mM, rotenona 2 mM e novamente
2,6-DCIP 0,5 mM, para entéo realizar leitura em espectrofotdmetro 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 colaboradores!?® e calculada pela diminuicdo da absorbancia causada pela oxidagdo do
citocromo c reduzido. A um meio de incubacéo foi adicionado tampdo fosfato de potéssio 62,5
mM, lauril maltosideo 125 mM, amostra diluida com tampéo SETH (Sacarose, EDTA, Trizma
base e Heparina) e Citocromo ¢ 1%, para entdo ser realizada leitura em espectrofotdmetro de 1
em 1 min, por 10 min, em 550 nm.

Todas as anéalises de atividade dos complexos da cadeia respiratoria mitocondrial foram
normalizadas pelo conteudo de proteinas. As proteinas foram determinadas pelo metodo de
Lowry e colaboradores'??, e a albumina sérica bovina foi utilizada como padrdo. Os resultados
da atividade de todos os complexos da cadeia respiratoria mitocondrial foram expressos em

nmol/min x mg proteina.

3.10 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 2 — Variaveis de estudo.

Variaveis Tipo Natureza Proposta de utilizacdo

Obesidade Independente Qualitativa Sim ou Néo
nominal

Peso corporal Dependente Quantitativa (g) Média e desvio padrédo
continua

Consumo alimentar Dependente Quantitativa (g/dia) Média e desvio
continua padrdo

Peso da gordura Dependente Quantitativa (g) Média e desvio padrdo

mesentérica continua

Tratamento AuNPs Dependente Quantitativa ug/kg
continua

Tratamento carnitina Dependente Quantitativa mg/kg
continua
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Dosagem DCF Dependente Quantitativa (Fluorescéncia/mg de
continua proteina) Média desvio
padréo
Dano oxidativo a Dependente Quantitativa (nmol/mg proteina)
proteinas continua Meédia desvio padréo
Atividade da SOD Dependente Quantitativa (U/mg de proteina)
continua Média desvio padrdo
Niveis de GSH Dependente Quantitativa (wmol/mg de proteina)
continua Média desvio padrdo
Atividade da Dependente Quantitativa (nmol/min x mg de proteina)
succinato continua Média desvio padrdo
desidrogenase
Atividade do Dependente Quantitativa (nmol/min x mg de proteina)
complexo | continua Média desvio padréo
Atividade do Dependente Quantitativa (nmol/min x mg de proteina)
complexo Il continua Média desvio padréo
Atividade do Dependente Quantitativa (nmol/min x mg de proteina)
complexo 1V continua Média desvio padrao

3.11 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

As andlises de dados foram realizadas utilizando InStat Statistical Software (GraphPad,
LaJolla, CA, EUA). As comparagdes entre 0s grupos experimentais foram realizadas utilizando
analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo post hoc de Tukey. Os resultados foram
apresentados em média * desvio padréo e a significancia estatistica foi considerada para valores
de p<0,05.

3.12 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O presente projeto de pesquisa foi submetido a avaliacio 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 utilizacdo dos animais seguiu os Principios de Cuidados de Animais de
Laboratorio (Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de Saude dos Estados
Unidos da America, 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),



35

publicada em 2013 pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA)'%,
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Resumo

A obesidade leva a uma inflamag&o no tecido adiposo que pode chegar no sistema nervoso
central, levando ao estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial em estruturas cerebrais. Devido
a falta de tratamentos efetivos para a obesidade, torna-se necessario a busca por novas
alternativas terapéuticas. As nanoparticulas de ouro (AuNPs), por servirem como carreadoras
de farmacos, poderiam levar a carnitina até o tecido adiposo, para que assim atue nesse tecido,
aumentando a oxidacdo de acidos graxos, diminuindo a inflamacgdo e, consequentemente
reestabelecendo a homeostase cerebral. Portanto, o objetivo desse estudo, foi investigar 0s
efeitos das AuNPs associada a carnitina sobre parametros neuroquimicos de camundongos
submetidos a obesidade. Para tal, foram utilizados 80 camundongos Swiss machos que
receberam dieta normolipidica (grupo controle) ou dieta hiperlipidica (grupo obeso) por 10
semanas. Ao fim da sexta semana, os grupos foram divididos para o tratamento diario 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 eutanasia
dos animais e a gordura mesentérica removida e pesada, assim como, as estruturas cerebrais
isoladas para andlises bioquimicas. Com isso, percebeu-se que a obesidade levou a danos
oxidativos e disfungdo mitocondrial, principalmente no hipocampo. Ainda, o tratamento com
AuNPs ou associagdo demonstrou ser efetivo na reversdo desses danos, ja a carnitina
demonstrou efeito periférico reduzindo o acimulo de gordura mesentérica. Conclui-se que a
associacdo de AuUNPs com carnitina possa ser uma alternativa promissora para o tratamento da

obesidade.

Palavras-chave: Obesidade, Estresse Oxidativo, Nanoparticulas 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. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados no presente estudo, demonstram que o uso de AuNPs e
carntina ndo influenciaram no ganho de peso corporal, porém a carnitina levou a um menor
acumulo de gordura mesentérica. Ademais, nosso modelo experimental de obesidade levou a
danos oxidativos e, em complexos da cadeia respiratéria mitocondrial no SNC, em especial no
hipocampo, onde o uso da AuNPs teve efeito positivo na reversao desses danos, sem perder
esse efeito associado a carnitina.

Entende-se que, algumas limitagdes possam ter influenciado em nossos resultados,
como o fato de ndo termos realizado analise de parametros inflamatorios e de peroxidagéo
lipidica, dados esses que poderiam contribuir para responder algumas perguntas levantadas em
nosso estudo. Outra limitagdo encontrada em nosso estudo, foi o fato de ndo avaliarmos
possiveis efeitos toxicos da AuNPs e da carnitina em 6rgdos como o figado e os rins, esses
dados poderiam nos informar possiveis efeitos negativos desse tratamento. Além disso, quando
iniciamos o tratamento, ndo descontinuamos a dieta hiperlipidica, porém, quando pensamos em
tratamento para obesidade, devemos levar em conta o controle alimentar associado, com isso
poderiamos 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 ndo so possiveis efeitos adversos, mas também a

associagdo do tratamento com um controle dietético.
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