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“Quando vamos ao mundo muito,
muito pequeno — digamos,
circuitos de sete atomos — acontece
uma série de coisas novas que
significam oportunidades
completamente novas para
“design”. Atomos na escala
pequena nao se comportam como
nada na escala grande, pois eles
seguem as leis da mecénica
quantica. Assim, & medida em que
descemos de escala e brincamos
com 0s atomos, estaremos
trabalhando com leis diferentes, e
poderemos esperar fazer coisas
diferentes. Podemos produzir de
formas diferentes”.

Richard P. Feynman






RESUMO

Nanotecnologia envolve a manipulacdo de materiais em escala
nanométrica para produzir novas estruturas, dispositivos e materiais,
criando uma estrutura atdbmica ou molecular diferenciada.
Nanoparticulas de ouro (GNP) tem sido intensamente estudadas devido
a sua potencial aplicacdo como metalofarmaco. No entanto, os efeitos
induzidos pelas GNP no Sistema Nervoso Central (SNC) permanecem
desconhecidos. Neste estudo sintetizamos e caracterizamos GNP com
didametros médios de 10 e 30 nm (GNP-10 e GNP-30) e avaliamos
pardmetros de metabolismo energético, estresse oxidativo e dano ao
acido desoxirribonucléico (DNA) em cérebro de ratos adultos
submetidos a administracdo aguda e cronica de GNP-10 e GNP-30.
Ratos Wistar adultos (60 dias de idade) receberam uma simples
(administracdo aguda) ou repetidas injecdes intraperitoneal, uma vez ao
dia, durante 28 dias (administracdo cronica) de GNP nos dois tamanhos
ou salina. Vinte e quatro horas ap6s a Unica ou Ultima administracdo, os
animais foram mortos, o cérebro foi removido e o cdrtex pré-frontal,
cerebelo, hipocampo, estriado e cortex posterior foram isolados para
avaliacdo da atividade das enzimas citrato sintase, malato e succinato
desidrogenase, creatina quinase, complexo I, I, 1-111, 1V, super6xido
dismutase (SOD) e catalase (CAT), também foi avaliado os niveis de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), carbonilacdo de
proteinas, frequéncia de dano (FD) e indice de dano (ID) ao DNA. A
administracdo aguda de GNP-10 causou inibicdo do metabolismo
energético no hipocampo, estriado e cortex posterior. A administracdo
cronica de ambas as dimensbes causaram inibicdo do metabolismo
energético somente em cortex posterior. Ainda, houve uma diminui¢do
nos niveis de TBARS e carbonilagdo de proteinas no cérebro de ratos
submetidos a administracdo aguda. Administracdo crénica ndo alterou
esses parametros. Por outro lado, a alteracdo na atividade da SOD e
CAT foi observada em ambas as administracdes. Constatamos também
gue GNP induz altos niveis de dano ao DNA em cdrtex posterior de
forma diferente dependendo do tipo de administracdo e do tamanho das
nanoparticulas, sendo que a administracdo aguda de GNP-10
apresentou-se menos téxica que a GNP-30. Entretanto na administracdo
cronica, a genotoxicidade foi a mesma, independentemente do tamanho
administrado, a FD e o ID ao DNA ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre os grupos. A administracdo cronica apresentou dano
significativamente maior que a administracdo aguda em ambos o0s
tamanhos. Este estudo mostrou que, a administragdo aguda e cronica de






GNP causou inibicio do metabolismo energético, diminuiu a
peroxidacdo lipidica e a carbonilacdo de proteinas, alterou a atividade
das enzimas antioxidantes SOD e CAT e causou dano ao DNA cerebral
de ratos, de forma diferente para cada estrutura avaliada dependendo do
tamanho e/ou da administracdo efetuada.

Palavras-Chave:  Nanotecnologia.  Nanoparticulas de  ouro.
Metabolismo energético. Estresse oxidativo. Dano em DNA.






ABSTRACT

Nanotechnology involves the manipulation of materials at the nanoscale
to produce new structures, materials and devices scale, creating a
different atomic or molecular structure. Gold nanoparticles (GNP) has
been intensively studied due to their potential application as
metalofarmaco. However, the effects induced by GNP in the Central
Nervous System (CNS) remain unknown. In this study we synthesized
and characterized GNP with average diameters of 10 and 30 nm (GNP-
10 and GNP-30) and evaluated parameters of energy metabolism,
oxidative stress and damage to deoxyribonucleic acid (DNA) in the
brain of adult rats subjected to acute administration and chronicle of
GNP-10 and GNP-30. Male Wistar rats (60 days old) received a single
(acute administration) or repeated intraperitoneal injections once a day
for 28 days (chronic administration) of GNP in two sizes or saline.
Twenty-four hours after the single or last administration, the animals
were Kkilled, the brain was removed and the prefrontal cortex,
cerebellum, hippocampus, striatum and cortex were isolated for further
evaluation of the activity of the enzymes citrate synthase, malate and
succinate dehydrogenase, creatine kinase complex 1, II, 1-1II, 1V,
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT), was also assessed
levels of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), protein
carbonyls, damage frequency (DF) and damage index (ID) to DNA.
Acute administration of GNP-10 caused inhibition of the energy
metabolism in the hippocampus, striatum, and posterior cortex. Chronic
administration of both dimensions cause inhibition of energy
metabolism only in posterior cortex. Furthermore, there was a decrease
in TBARS and protein carbonylation in rat brain subjected to acute
administration. Chronic administration did not alter these parameters.
On the other hand, the change in SOD and CAT activity was observed
in both administrations. We also note that GNP induces high levels of
DNA damage in posterior cortex differently depending on the type of
administration and the size of nanoparticles, and acute administration of
GNP-10 showed to be less toxic than the GNP-30. However in chronic
administration, genotoxicity is the same regardless of the given size, FD
and ID DNA showed no statistical differences between groups. Chronic
administration had significantly greater damage that acute
administration in both sizes. This study showed that chronic and acute
administration of GNP caused inhibition of energy metabolism,
decreased lipid peroxidation and protein carbonyls, alter the activity of
antioxidant enzymes SOD and CAT and caused DNA damage to brain






of rats, differently for each Structure evaluated depending on the size
and / or management performed.

Keywords: Nanotechnology. Gold nanoparticles. Energy metabolism.
Oxidative stress. damage to DNA.
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1 INTRODUCAO
1.1 NANOTECNOLOGIA

Nanotecnologia é considerada uma &rea altamente promissora de
crescimento inovador, cientifico e econdmico que abrange muitas areas
da ciéncia e aplicacGes tecnoldgicas (Moore, 2006). A nanotecnologia
envolve a manipulacdo de materiais proximos a escala atbmica que visa
criar novas estruturas, dispositivos e materiais (Morose, 2010). Esta area
de estudo procura reorganizar os atomos de modo que formem
estruturas e componentes que melhorem significativamente suas
propriedades, fisicas, quimicas, bioldgicas, fenbmenos e processos
devido a sua dimensdo nanométrica. (Duran et al., 2006; Roy et al.,
2008). Neste sentido, a nanotecnologia € uma ciéncia que manipula a
matéria em uma escala nanométrica (entre 0,1 a 100 nm de diametro). O
prefixo “nano” vem do grego antigo e tem o significo de “ando”;
quando é utilizado como um prefixo para algo diferente de uma unidade
de medida, como por exemplo, utilizado na palavra "nanociéncia", tem o
significado relacionado a nanotecnologia, ou a escala dos nanémetros
(Bystrzejewska-Piotrowska et al., 2009).

Para efeito ainda de comparagdo ilustrativa, a escala atbmica e
molecular de uma estrutura quimica varia de 0,1 a 1 nano. Os objetos de
estudo da nanotecnologia costumam ser medidos em nandmetros, cujo
simbolo é "nm". E nesta faixa de comprimento que estdo os menores
dispositivos construidos pelo homem e onde se encontram o0s atomos e
as moléculas formadas, naturalmente, numa escala nanométrica (fig. 1)
(Drexler, 1986; Drexler & Peterson, 1991; Day, 1996; Alivisatos, 1997).
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Fig. 1. Escala nanométrica. Avaliacdo comparativa do nanémetro com metro.
Adaptado de: www.cambridge 2000.com/gallery/html.

O interesse em nanomateriais advém da possibilidade de terem
suas propriedades fisicas e quimicas moduladas em funcdo da
distribuicdo de tamanho e geometria das particulas (Bhattacharya &
Mukherjee, 2008). A possibilidade de projetar materiais com
propriedades pré-estabelecidas é decorrente da nanoescala, sendo a base
das diversas aplicacfes dos nanomateriais (Alkilany & Murphy, 2010),
gue vem acompanhado de promessas de melhorias no crescimento
econdmico, saude, tecnol6gico e até mesmo na remediacdo ambiental,
oferecendo a perspectiva de grandes avancos que permitem melhorar a
gualidade de vida (Moore, 2006).

Por este motivo, houve um enorme incremento na
implementacdo das tecnologias, levando a uma producdo de muitos
tipos de nanomateriais (Alivisatos, 1996; Tervonen et al., 2009), bem
como na expansdo das pesquisas em relacdo ao potencial de aplicagdes
nanotecnologicas em varios dominios, tais como fotdnica, catalise,
magnetismo e biotecnologia, incluindo cosméticos, produtos
farmacéuticos, medicamentos, nanomateriais como transportadores de
farmacos ativos e imagens médicas (Jain et al., 2007a).

Neste cenario, as nanoparticulas podem ser divididas em
organicas e inorganicas. Os componentes celulares e os virus sdo bons
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exemplos de nanoparticulas organicas (Maciel et al., 2003). Na
literatura, encontram-se facilmente muitos trabalhos envolvendo
nanoparticulas inorgénicas. Nanoparticulas inorgénicas pertencem a
uma das classes dos nanomateriais, incluindo aquelas baseadas em
oOxidos metalicos (6xido de ferro, Oxido de cério, dioxido de titanio,
dioxido de silicio, entre outros) e metais (cobre, niquel, ouro e prata),
possuindo uma escala de comprimento no intervalo nanométrico
(Sperling et al., 2008). Sua pequena dimensdo permite entrar facilmente
e atravessar os tecidos, células e organelas, visto que, o tamanho das
nanoparticulas é semelhante ao de muitas biomoléculas (Fischer &
Chan, 2007).

Entretanto, como apontaram Fischer & Chan (2007), as
nanoparticulas podem nédo cruzar livremente ou indiscriminadamente
todas as barreiras bioldgicas. Deste modo, as nanoparticulas sao
incorporadas aos materiais a fim de melhorar suas propriedades (Mann,
2006) e algumas sdo reconhecidas por suas agdes antimicrobianas,
antiflngicas e antiinflamatérias (Weir et al., 2008).

As propriedades especiais das nanoparticulas derivam de sua
elevada proporcao entre a area de superficie e 0 volume (Bhattacharya
& Mukherjee, 2008). Elas também tém wuma porcentagem,
consideravelmente mais alta, de atomos em sua superficie, quando
comparadas com outras particulas, o que pode torna-las mais reativas e
toxicas (Chen et al., 2006). Neste contexto, dentro da célula, as
nanoparticulas podem ser acumuladas e provocar efeitos tdxicos a nivel
celular (Oberdorster et al., 2005) ou a nivel de organismo (Avakian et
al., 2002; Armstrong et al., 2004). Sendo assim, mesmo fornecendo
beneficios para a industria, h4& uma preocupacdo crescente de que as
substancias anteriormente consideradas biologicamente inertes possam,
de fato, tornarem-se toxicas em um estado nanoparticulado devido a sua
maior reatividade e, possivelmente, sua maior facilidade de penetragdo
nas células (Reeves et al., 2008).

1.2 NANOPARTICULAS DE OURO

As nanoparticulas de metais de transigdo externo, apesar de
parecer uma tecnologia recente, sdo bem mais antigas do que se pode
imaginar, visto que a taca de Licurgo, reliquia romana do século IV é,
provavelmente, o exemplo mais famoso do uso de nanoparticulas. Sua
cor é devido a presenca de nanoparticulas de ouro (GNP) e de prata
(SNP) em sua estrutura, o que permite a mudanca de cor conforme a
variacdo da luz (Freestone et al., 2007) (fig. 2).
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Fig. 2. Taca de Licurgo (Lycurgus cup). Fonte: Figura extraida do site
http://www.cambridge2000.com.

O ouro tem uma longa histéria de uso medicinal, sendo utilizado
pelos chineses desde 2.500 a.C., sua inclusdo no arsenal terapéutico
pode servir para remotar a medicina chinesa (Juzenas et al., 2008). O
ouro ja foi utilizado no passado para o tratamento de doencas como
epilepsia e sifilis. Solugdes vermelhas de ouro coloidal s&o utilizadas até
hoje na india como rejuvenescedores e revitalizantes. O ouro coloidal
também ja foi usado na medicina para tratamento de tuberculose em
1920 e também foram encontradas grandes aplica¢fes clinicas no
tratamento de doengas reumdticas (Bhattacharya & Mukherjee, 2008).
Recentemente com o desenvolvimento da nanotecnologia, a utilizagdo
do ouro na medicina, principalmente em estudos envolvendo
diagndsticos e terapias do cancer, na entrega de farmacos e na indistria
alimentar (Tedesco et al., 2010), tem crescido rapidamente nos ultimos
anos.

Além disso, 0 ouro apresenta-se vantajoso devido a sua
propriedade de biocompatibilidade, uma sintese relativamente simples, o
controle do tamanho das nanoparticulas, a facilidade de modificacédo
qguimica de sua superficie, e a facilidade de caracterizacdo devido a
presenga de uma banda de superficie plasmon ressonante (Jain et al.,
2007b). Sabendo que as propriedades quimicas e fisicas das
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nanoparticulas dependem de fatores como o tamanho, a composicao, a
forma, a razdo de aspecto e a natureza da sua superficie (Huang et al,
2006; Bhattacharya & Mukherjee, 2008). Sdo entdo as variaveis
determinantes para o sucesso no desenvolvimento das nanoparticulas de
ouro que possam ser utilizadas em terapias quimicas.

Aliado a isso, as GNP sdo estudadas mais intensamente,
principalmente por serem um dos nanomateriais mais utilizados na
terapéutica de bioimagem e biomedicina (Jain et al., 2007a; Sperling et
al., 2008). As GNP emergiram como sendo um excelente agente capaz
de se ligar a pequenas e grandes biomoléculas (Fischer & Chan, 2007).
A penetragdo de GNP em membranas celulares é facilitada por sua
escala nanométrica, podendo ter muitas finalidades nas aplicacfes
biomédicas (Ghosh et al., 2008). Em especial, as GNP tém uma de suas
aplicacdes voltada a diagnostico e tratamento do cancro e entrega de
medicamentos (Tedesco et al., 2010), bem como, o ouro coloidal e
alguns dos seus compostos tém propriedades terapéuticas reconhecidas,
especialmente para o tratamento de processos inflamatérios e artriticos
(Kim et al., 2007). Recentemente, estudos em nosso laboratério
demonstraram a acéo antiinflamatéria de GNP no tratamento de lesdo
tendinea (Dohnert et al., 2012) e lesdo muscular (Victor et al., 2012) em
modelo animal. Além de uma administracdo topica de GNP provocar a
diminuicdo da inflamacdo intraocular e dos danos oxidativos em um
processo inflamatério ocular induzida por lipopolissacarideo
provocando uma interferencia no caminho do receptor do tipo toll 4
(TLR4) / e do fator nuclear kappa B (NF-xB) (Pereira et al., 2012).

Neste cenério, estudos vém demonstrando a forte afinidade da
ligagdo entre GNP e grupos tiois e aminas facilitando associagcdo com
farmacos, bem como sua conjugacédo com biomoléculas, por exemplo, o
acido desoxirribonucleico (Katz & Willner, 2004; Ojea-Jiménez &
Puntes, 2009).

Apesar da ampla variedade de aplica¢des, pouco se sabe sobre a
toxicidade das GNP a salide humana, especialmente ao sistema nervoso
central. Devido as suas dimensdes, as nanoparticulas tém a capacidade
de ultrapassar a barreira hemato-encefalica (Hu & Gao, 2010), sendo
este um sistema que proteje o cérebro, separando-a do contato direto
com a circulacdo do sangue (Barbu et al., 2009). Todavia, ao fazé-lo,
impede o acesso de um grande nimero de agentes de diagndsticos e
terapéuticos em distdrbios neurologicos (Barbu et al., 2009).
Nanoparticulas metalicas podem ser preparadas em diversas formas e
dimens6es, de modo que possam superar essa barreira fisica e entrar no
cerebro (Kreuter, 2001; Kreuter, 2004; Koziara et al., 2006).
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Estudos mostram que administracdo de GNP menores que 12 nm
de didmetro podem atravessar a barreira hemato-encefalica de
camundogos (Oberdorster et al., 2004; Sarin et al., 2008). E possivel
vislumbrar novas terapias para doencas neuroldgicas baseadas na
associacdo entre nanoparticulas e farmacos. Porém, os efeitos toxicos
das nanoparticulas sobre o sistema nervoso central (SNC) sdo pouco
compreendidos. A neurotoxicidade induzida por nanoparticulas ¢ um
tema que requer mais atencao (Hu & Gao, 2010).

Estudo de Sonavane et al. (2008), mostrou que a administracdo
intravenosa de GNP em camundogos, no tamanho entre 15 e 50 nm, foi
capaz de ultrapassar a barreira hemato-enceféalica, sendo que a
distribuicdo de GNP nos tecidos € tamanho-dependente, ou seja, a GNP
no tamanho de 15 nm se mostrou mais difundida. Tedesco et al. (2010),
demonstraram aumento da peroxidacdo lipidica apds exposicdo de
Mytilus edulis em tanques com 750 ppb de GNP 5,3 nm por 24 horas.
Pan et al. (2009), constataram que 1,4 nm de nanoesferas de ouro
incubadas por 6 e 12 horas apresentaram indicadores de estresse
oxidativo, espécies reativas de oxigénio, potencial e integridade
mitocondrial, bem como substratos mitocondriais comprometidos.
Curiosamente, ndo encontraram evidéncia de danos celulares para
nanoesferas de ouro no tamanho de 15 nm.

Estudo de Paula et al. (2009), mostrou que SNP (10, 25 e 50
mg.L™") in vitro inibiram a atividade da creatina quinase em tecido
cerebral de ratos e, Costa et al. (2010), mostraram que a SNP inibiu in
vitro a atividade dos complexos I, Il, Il e IV da cadeia respiratoria
mitocondrial também no tecido cerebral de ratos nas mesmas
concentragBes. Estudo de Rahman et al. (2009) mostrou que SNP, 25
nm, podem induzir neurotoxicidade através da geracdo de radicais
livres, alteracdo da expressdo génica e apoptose. Além disso, estudo de
Ma et al. (2010) demonstrou que nanoparticulas de didxido de titanio
(TiOy) induz, dose dependente, peroxidacdo lipidica, diminui¢do da
atividade das enzimas antioxidantes e aumento da liberacdo de 6xido
nitrico em cérebro de camundongos.

Brown et al. (2001), concluiram em seus estudos que a area de
superficie muito grande de particulas ultra-pequenas pode resultar na
geracdo direta de espécies reativas de oxigénio (EROs). Sendo que estas
podem causar danos celulares por atacar o acido desoxirribonucleico
(DNA), proteinas e membranas celulares, além de provocar alteracoes
no citoplasma, funcdo mitocondrial e ndcleo (Lewinski et al., 2008).
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1.3 METABOLISMO ENERGETICO CEREBRAL

O cérebro desenvolve uma intensa atividade metabdlica, porém
possui uma pequena reserva energética em relacdo ao grande consumo
de glicose, existindo assim uma necessidade continua de substratos
(Dickinson, 1996). A glicose é o principal metabolito energético
utilizado pelo cérebro (Erecinska & Silver, 1994). A glicose entra na
célula e pode ser metabolizada em diferentes rotas. No entanto, a
principal via de degradacédo da glicose é a glicdlise. Esta via é composta
por uma sequéncia de dez rea¢des enzimaticas e tem como produto final
0 piruvato, cuja funcdo no metabolismo energético é fornecer parte da
energia utilizada pelos organismos (Clark et al., 1993; Lehninger et al.,
2007; Berg et al.,, 2008). Em condicdes aerdbicas, o piruvato €
transportado para dentro da mitocdndria e sofre uma descarboxilacéo
oxidativa, formando a acetil coenzima A (acetil-CoA) (Lehninger et al.,
2007; Berg et al., 2008).

A acetil-CoA, formada a partir do piruvato, é oxidada a dioxido
de carbono (CO,) pelo ciclo de Krebs, através de uma série de reagdes
compostas por oito passos e catalisadas por diferentes enzimas
(Lehninger et al., 2007; Berg et al., 2008). O ciclo de Krebs inicia com a
condensacdo da acetil-CoA com oxaloacetato e, ap6s uma volta
completa, o ciclo produz duas moléculas de CO,, trés de nicotinamida
adenina dinucleotideo reduzida (NADH), uma de flavina adenina
dinucleotideo reduzida (FADH,) e um composto de alta energia,
guanosina trifosfato (GTP) (fig. 3) (Voet et al., 2002).
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Fig. 3. Figura ilustrativa do ciclo de Krebs. Fonte: Figura extraida do livro de
bioguimica Smith et al., 2007.

A acdo combinada do ciclo de Krebs e da fosforilagdo oxidativa
gera grande parte do ATP (adenosina trifosfato) necessario ao cérebro
(Erecinska & Silver, 1994). E conhecido que, no cérebro, a fosforilagio
oxidativa fornece em torno de 95% de todo o ATP sintetizado. Neste
contexto, a mitocondria é a organela intracelular que mantém os
suprimentos de energia para o cérebro.

A mitocondria é envolvida por duas membranas, uma externa e
uma interna. A membrana externa é lisa e reveste 0 espago
intermembranas, enquanto que a membrana interna possui multiplas
invaginacOes, denominadas cristas mitocondriais e reveste a matriz
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mitocondrial. No espaco intermembranas estdo localizadas proteinas de
grande importancia fisiolégica, com fun¢des importantes para o
metabolismo energético como o citocromo ¢ e a creatina quinase. Ainda,
aderido as cristas mitocondriais encontra-se uma grande quantidade de
proteinas componentes da cadeia transportadora de elétrons e a
adenosina trifosfato sintase (ATPsintase), além de varias proteinas
transportadoras (Daum, 1985; Devlin & Michelacci, 2003). No seu
interior, matriz mitocondrial, localizam-se as enzimas do ciclo de Krebs,
da B-oxidacdo dos acidos graxos, acido ribonucleico (RNA), ribossomos
e DNA mitocondrial (Daum, 1985; Frey & Mannella, 2000; Reddy,
2008).

A maior parte do ATP formado na célula provém da cadeia
transportadora de elétrons acoplada a fosforilagdo oxidativa
mitocondrial. A cadeia transportadora de elétrons ¢ um complexo
enzimatico responsavel pela gradativa transferéncia de elétrons
provenientes do metabolismo intermediario para a reducdo do oxigénio
(O,) e sintese de ATP (Huttemann et al., 2008). Durante este processo,
os elétrons provenientes das coenzimas NADH e FADH,, reduzidas
durante o ciclo de Krebs, sdo transferidos para os complexos | e I,
respectivamente, e destes para os complexos II-1l1 e 1V de maneira
gradativa, até o aceptor final de elétrons, o O, molecular, com
concomitante formacao de &gua (H,O). A passagem de elétrons através
dos complexos I, Il e IV é acompanhada do bombeamento de prétons
da matriz mitocondrial para o espago intermembranas. Este gradiente
eletroquimico, responsavel pela formagdo do potencial de membrana
mitocondrial, dirige o fluxo de prétons de volta a matriz mitocondrial
através da ATPsintase, que utiliza esta energia para a sintese de ATP
(Huttemann et al., 2008), (Fig 4).
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Um mecanismo que auxilia ha manutencéo dos niveis cerebrais
de ATP é o sistema da creatina quinase. A creatina quinase é uma
enzima presente tanto no citoplasma quando ligada as membranas
mitocondriais e catalisa a transferéncia reversivel de um fosfato entre a
fosfocreatina e o ATP (fig. 5). O alto fluxo da reagdo na direcdo da
sintese de ATP, em situa¢des de consumo, indica que a reagdo é crucial
para a manutencdo de concentragcBes constantes dos substratos
energéticos no citoplasma. O sistema creatina/fosfocreatina/creatina
guinase estd associado a algumas fungfes particularmente importantes
para o cérebro: tamponamento energético e transferéncia de ATP de
sitios de producdo para outros de consumo (Erecinska & Silver, 1994).
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Diante disso, uma alteracdo funcional na mitocondria pode levar,
portanto, a alteracBes patoldgicas nos neurdnios (Beal, 1995; Bowling &
Beal, 1995; Davis et al., 1995). Mutaces no DNA mitocondrial e
reacOes envolvendo geracdo de EROs podem danificar a mitocondria e
diminuir a atividade dos complexos da cadeia transportadora de
elétrons. Sendo assim, uma diminuicdo no transporte de elétrons, além
de causar um prejuizo na producdo de ATP, leva a uma dispersdo dos
elétrons na forma de radicais livres potencialmente danosos as células
(Halliwell, 1987; Kuloglu et al., 2002).

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO
Todas as células aerébicas podem sofrer dano oxidativo, porém

0 cérebro é particularmente susceptivel a este dano. Colabora para isso o
fato de o cérebro utilizar altas taxas de oxigénio quando comparado a
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outros 0Orgdos; suas defesas antioxidantes serem modestas; muitos
neurotransmissores serem auto-oxidantes; as mitocdndrias neuronais
gerarem anion superéxido (O,) e as membranas neuronais serem ricas
em 4&cidos graxos poliinsaturados além dos produtos da peroxidagdo
lipidica poderem causar dano cerebral (Halliwell, 1987; Kuloglu et al.,
2002).

Nesta conjuntura, o estresse oxidativo é caracterizado como o
desequilibrio entre a geracdo de espécies oxidantes e as defesas
antioxidantes, ocasionando um potencial dano oxidativo em todas as
biomoléculas (Halliwell & Gutteridge, 1999; Dalle-Donne et al., 2006).

Os radicais livres, agentes oxidantes, sdo definidos como
gualquer espécie quimica capaz de existir, independentemente, e que
contenham um ou mais elétrons desemparelhados (Southorn & Powis,
1988; Halliwell, 1994; Halliwell, 1999; Halliwell & Gutterdge, 2007), o
qgue confere alta reatividade a essas espécies devido a situacdo
energeticamente instavel (Maxwell, 1995). Ainda, tais radicais podem
ser formados em situaces fisiol6gicas ou patoldgicas (Halliwell, 1994;
Peres et al., 2000), podendo o balango entre os agentes oxidantes e as
defesas antioxidantes manter-se equilibrado ou ocorrer um aumento na
producdo de EROs, diminuicdo das defesas antioxidantes ou ambas as
situacGes, com consequente rompimento do equilibrio entre oxidantes e
antioxidantes. Nessa situacdo, diz-se que a célula ou o organismo
encontra-se sob estresse oxidativo com potenciais danos (Barp et al.,
2002). Em caso de estresse oxidativo brando e passageiro a célula pode
adaptar-se aumentando a producdo de antioxidantes, porém em situagdes
severas a célula em geral evolui para um caso de necrose ou apoptose
(Halliwell & Gutteridge, 2007).

Em condigdes fisiologicas, O, sofre reducdo tetravalente,
resultando na formacéo de H,O. Entretanto, aproximadamente 5% do O,
utilizado na cadeia transportadora de elétrons ndo é completamente
reduzido, podendo ser convertido a intermediarios reativos. A molécula
de O, mantém-se unida ao complexo IV da cadeia transportadora de
elétrons até que ocorra sua reducdo total (Boveris & Chance, 1973).

Desse modo, a formagdo de EROs deve-se ao fato do O, sofrer
redugdo monovalente, o que permite a geragdo de moléculas ou ions
reativos durante o processo de reducdo do O, (Thannickal & Fanburg,
2000). Sendo assim, O, é, primeiramente, reduzido a O, . Em seguida, a
enzima superdéxido dismutase (SOD) reduz o O, a peroxido de
hidrogénio (H,0,) (Halliwell & Gutteridge, 2007). Uma vez que o H,0,
¢ formado, esse deve ser reduzido a H,O para prevenir a formagéo do
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radical hidroxil (OH™) pela reacdo de Fenton ou de Haber-Weiss
(McCord, 1987; Gutteridge & Halliwell, 2000).

Uma das enzimas capaz de reduzir o H,O; é a catalase (CAT).
A glutationa peroxidase (GPx) também consegue eliminar o H,O, pelo
acoplamento da sua redugdo a H,O com a oxidacdo da glutationa
reduzida (GSH). O produto dessa reacdo, glutationa oxidada (GSSG),
consiste de duas GSH ligadas por uma ponte dissufeto, e pode ser
convertido novamente a GSH pela enzima glutationa redutase (GSR)
(Halliwell, 2006), conforme figura 6.
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Fig. 6. Figura ilustrativa da formacdo de espécies reativas de oxigénio, defesa
antioxidante e os danos celulares. Fonte: Ramakrishnan et al., 2007.

As EROs estdo, constantemente, sendo formadas na célula.
Algumas sdo produzidas como produtos acidentais de reacGes
enzimaticas normais, que escapam do sitio ativo de enzimas que contém
metais durante rea¢des de oxidagdo. Outros, como o H,0,, sdo produtos
fisiolégicos de oxidases (Smith et al., 2005). Como mecanismo
compensador do processo oxidativo, 0 organismo possui um sistema
antioxidante, que atacam conjuntamente na protecao celular (Halliwell,
1999).

Todavia, as defesas antioxidantes ndo sdo 100% efetivas, ja que o
dano oxidativo a lipideos, proteinas, DNA e outras moléculas pode ser
demonstrado nos sistemas vivos em ambiente aerdbico. Assim, alguns
autores classificam como defesa antioxidante os sistemas de reparo
necessarios para lidar com moléculas danificas (reparo ao DNA) ou para
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degradar lipideos e proteinas danificadas (Halliwell & Gutteridge,
2007).

O alvo celular primario do estresse oxidativo pode variar
conforme o tipo celular, as espécies reativas geradas, o sitio de geracdo
(intra ou extracelular) e a proximidade do oxidante & estrutura celular.
Diante disso, as EROs extraem elétrons de outros compostos para poder
completar seus prdprios orbitais, iniciando assim, uma reacdo em cadeia
(Smith et al., 2005), visto que os elétrons ndo pareados neste orbital
conferem alta reatividade a molécula, a qual apresenta forte tendéncia a
adquirir um segundo elétron para esse orbital (Smith et al., 2005).

O ataque das EROs aos lipideos das membranas desencadeia um
processo chamado lipoperoxidacdo, formando muitos produtos
secundarios, entre eles o malondialdeido (Urso & Clarkson, 2003). As
EROs podem modificar a conformagdo quimica inicial dos &cidos
graxos poliinsaturados e, consequentemente, alterar a coesao, fluidez,
permeabilidade e fungbes metabdlicas das células (Chihuailaf et al.,
2002).

A oxidacdo direta de proteinas por EROs produz derivados
carbonilados altamente reativos, resultando na oxidacdo das cadeias
laterais de diversos aminoacidos (Dalle-Donne et al., 2006).
Adicionalmente, a quantificacdo de proteinas carboniladas apresenta
uma vantagem sobre os produtos da lipoperoxidagdo como marcador de
estresse oxidativo, pois as proteinas oxidadas geralmente sdo mais
estaveis (Dalle-Donne et al., 2003).

Além disso, as EROs também sdo as principais fonte de dano ao
DNA, sendo que este dano gera varias classes de produtos que podem
ser identificadas, incluindo os produtos de oxidacdo de bases e o0s
produtos de fragmentacdo (quebra de fita simples ou dupla), ligacdes
cruzadas e produtos de fragmentacao de acucares (Cooke et al., 2006).

O estresse oxidativo tem sido identificado como um mecanismo
de toxicidade de nanoparticulas (Li et al ., 2008) e esses efeitos toxicos
envolvem principalmente o aumento da geracdo de EROs (Siddiqi et al.,
2012), sendo que estas espécies formadas podem exercer efeitos nocivos
sobre as células e organismos (Halliwell, 1994; Peres et al., 2000),
levando a processos oxidativos dando origem a efeitos citotoxicos,
inibicdo da atividade metabdlica e possiveis danos ao DNA (Lapresta-
Fernandez et al., 2012).
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1.5 DANO AO DNA

O DNA é uma molécula constituida de uma base organica, uma
pentose (desoxorribose) e um grupo fosfato. A esta molécula é atribuida
a funcdo de carregar a informacdo ftranscricional de todas as
biomoléculas do organismo. Entretanto, os milhdes de nucleotideos que
a constitui sdo vulneraveis ao ataque de outros agentes quimicos,
resultando em alteracbes na sua propriedade codificantes (fig. 7)
(Clausen-Schaumann et al., 2000).

t-RNA

Mutagéo

-
~d

Membrana
Celular

Fig. 7. Figura ilustrativa da mutagdo genética onde um dano ao DNA acaba
rompendo a dupla hélice, comprometendo 0 mRNA que vai alterar a formacao
protéica, alterando a proteina, gerando um erro basal, liberando uma proteina
errdnea e comprometendo a atividade dos complexos ou até mesmo levando a
uma mutacéo ou ainda morte celular. Fonte: http://www.sciencemuseum.org.uk.

A mutacdo pode ser definida como qualquer mudanca na
sequéncia de nucleotideos ou arranjo do DNA e é classificada em
mutacles gendmicas (afetam o nimero de cromossomos na célula),
mutacbes cromossdmais (alteram a estrutura de cromossomos
individuais) e mutagGes génicas (alteram genes individuais) (Nussbaum
etal., 2002).

Células normais sdo capazes de reparar as lesdes no DNA com
precisdo através de um ou mais processos diferentes. O DNA danificado
e ndo reparado pode acarretar em defeitos na transcricao e replicacéo da
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molécula, resultando em uma série de transtornos, incluindo a morte
celular, o cancer e mudangas hereditarias via mutagénese, com sérias
implicacBes evolutivas (Kornhauser et al., 1991). A manutengdo da
integridade do genoma e a capacidade de reparacdo do DNA decorrente
de danos que ocorrem devido a fatores internos e externos sdo, portanto,
um dos requisitos de qualquer organismo para sobreviver e manter a
estabilidade das espécies (Kornhauser et al., 1991).

Um dos testes mais utilizados para verificar a potencial
genotdxico de uma substéncia é o Ensaio Cometa. Ele é capaz de
detectar danos ao DNA induzidos por agentes alquilantes, intercalantes
e oxidantes (Silva et al., 2003). Esse teste ndo detecta mutacGes, mas
sim lesdes gendmicas que, apds serem processadas, podem resultar em
mutacOes. Tais lesGes sdo passiveis da correcdo e, dessa maneira, esse
teste também pode ser utilizado para estudos de reparo no DNA,
trazendo informagfes importantes sobre a cinética e o tipo de leséo
reparada, embora ndo possibilite inferir a fidedignidade do processo de
reparo (Gontijo & Tice, 2003; Gameiro, 2005). Esse ensaio vem sendo
amplamente utilizado na avaliagdo de genotoxicidade de novos
farmacos, no monitoramento ambiental e no biomonitoramento humano
(Faust et al., 2004; Brendler-Schwaab et al., 2005; Kumaravel & Jha,
2006; Moller, 2006; Burlinson et al., 2007; Guerci et al., 2007) e nas
pesquisas sobre danos e reparacdo de DNA (Speit & Hartmann, 1999;
Hartmann et al., 2003; Collins, 2004; Moller, 2006; Burlinson et al.,
2007; Collins, 2007; Gaivao et al., 2007; Guerci et al., 2007).

Considerando as propriedades antiinflamatérias e a baixa
toxicidade das GNP (Shukla et al., 2005), varios estudos estdo sendo
realizados em nosso grupo de pesquisa utilizando fonoforese e/ou
iontoforese com aplicacdo topica de GNP-10 associada a gel de
diclofenaco para o tratamento de lesdes musculares e tendinosas em
ratos, utilizando ultrassom (Dohnert et al., 2012; Victor et al., 2012),
bem como, para tratamento antiinflamatério tépico intra-ocular em
modelo animal de uveite (Pereira et al.,, 2012). Esses estudos
apresentam-se promissores e indicam a possibilidade de utilizacdo
destas novas terapias para o tratamento destas lesGes ou reacOes
inflamatdrias nos seres humanos.

No entanto, avancos nos estudos sobre nanotecnologia e interacédo
de nanomateriais com o sistema bioldgico, abrem possibilidades de
diversas aplicacbes e vantagens, as vezes, inerentemente, eles podem
apresentar efeitos toxicos a salde humana. Neste sentido é de
fundamental importéncia investigar o potencial funcional e téxico das
mesmas a nivel cerebral.
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O numero de publicagbes especificas sobre nanotoxicologia tem
diminuido em comparacéo a nanotecnologia. A maioria destes estudos
avaliou principalmente a citotoxicidade, assim, em muitos casos, doses
muito elevadas de exposicdo foram necesséarias. No entanto, estas
investigacdes negligenciaram as alteragdes celulares sutis que podem
surgir em concentragbes mais baixas, que ndo resultam em morte
celular, mas podem contribuir para riscos a saide humana (Singh et al.,
2009).

Apesar da neurotoxicidade de GNP ser um tema novo e que
requer atencdo, as nanoparticulas sdo amplamente utilizadas. Esta bem
descrito na literatura a importancia do metabolismo energético na
manutencdo dos niveis de ATP cerebral, e que um dano neste sistema
pode resultar num desequilibrio oxidativo, bem como em dano ao DNA,
0 que pode acarretar sérias consequéncias ao individuo. Com base nisso,
o0 presente estudo se faz necessario para melhor avaliar os efeitos do
GNP sobre estes marcadores em tecido cerebral, no sentido de adquirir
esclarecimentos adicionais relacionados a futuras pesquisas sobre o
potencial risco associados a nanotecnologia que podem ser atribuiveis,
em grande parte, ao aumento das possibilidades de tratamentos e
aplicacdes biomédicas com seguranca, devendo ser uma linha ativa de
pesquisa.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da administracdo aguda e cronica de GNP de
10 e 30 nm sobre parametros bioquimicos em cérebro de ratos Wistar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar e caracterizar GNP nos tamanhos de 10 e 30 nm;

e Avaliar o efeito da administracdo aguda e crénica de GNP-10 e
GNP-30 sobre parametros de metabolismo energético (citrato
sintase, malato desidrogenase, succinato desidrogenase, creatina
quinase, complexo I, I, 1-1Il e 1V) no cortex pré-frontal,
cerebelo, hipocampo, estriado e cértex posterior de ratos;

e Auvaliar o efeito da administracdo aguda e cronica de GNP-10 e
GNP-30 em pardmetros de dano oxidativo (TBARS e
carbonilacdo de proteinas) no cortex pré-frontal, cerebelo,
hipocampo, estriado e cdrtex posterior de ratos;

e Avaliar o efeito da administracdo aguda e crénica de GNP-10 e
GNP-30 sobre a atividade antioxidante das enzimas SOD e
CAT no cértex pré-frontal, cerebelo, hipocampo, estriado e
cortex posterior de ratos;

e Auvaliar o efeito da administracdo aguda e cronica de GNP-10 e
GNP-30 sobre 0 dano ao DNA no coértex posterior de ratos.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 SINTESE DAS GNP

GNP de tamanhos médios de 10 e 30 nm foram sintetizadas como
descrito por Turkevich e colaboradores (Turkevich et al., 1951) com
pequenas modificagcBes, a partir de reducdo quimica do precursor
metalico acido tetraclorodurico (HAuCl,) (Sigma-Aldrich, MO, EUA)
com o0 agente redutor e estabilizante citrato de sédio di hidratado
(Na3CgHs07.2H,0) (Nuclear, SP, Brasil). O controle dimensional das
nanoparticulas foi efetuado variando-se a concentragdo do agente
redutor.

Estudos prévios variando-se sistematicamente as concentragfes
de citrato de sodio foram efetuados até se obter GNP nas duas
dimensfes desejadas. Solucbes de citrato de sédio nas concentragdes de
136,0 e 8,5 mM foram usadas para obter os diametros médios de GNP-
10 e GNP-30, respectivamente.

Inicialmente, 100 mL de 0,50 mM de &cido tetraclorodurico,
foram transferidos para um baldo de fundo redondo, a solu¢do aquecida
até 90 °C e sob agitacdo a 700 rpm. Solugdo de citrato de sodio,
previamente preparada, foi entdo adicionada, e o sistema foi mantido a
temperatura descrita, agitando a 200 rpm durante 20 minutos. As
solucdes adquirem as coloracdes correspondentes a cada tamanho de
GNP sintetizadas apresenando um pH de 6,50 (GNP-10) e 2,80 (GNP-
30). Por conseguinte, o pH de ambas solucbes foram ajustadas para o
pH fisiologico com uma solucdo tampdo e, posteriormente,
centrifugadas (13.000 rpm por 15 min), seguidas pela remocdo do
sobrenadante e enxague duas vezes com agua ultrapura e, finalmente,
disperso em solucdo salina (NaCl 0,9 %), a concentracdo da solucéo foi
ajustada e armazenados a 7 °C até serem usados.

3.2 CARACTERIZAQAO DAS GNP
3.2.1 Espectrometria UV-Vis

Apo6s a sintese, as solucdes de GNP foram caracterizadas
empregando-se a técnica de espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-
Vis), via monitoramento da banda de superficie de plasmon ressonante
(SPR), usando um espectrofotdmetro modelo UV-1800, difracdo de
raios-x, através do equipamento de LAB-X, modelo XDR-6000
(Shimadzu).
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Para a espectrometria de UV-visivel, a medicdo da banda de SRP,
foi realizada a temperatura ambiente no espectrofotdmetro utilizando
uma cubeta de quartzo contendo uma aliquota de 1 mL com cada uma
das solucBes. O espectro eletronico das solucGes foi monitorado
diariamente, durante uma semana, no intuito de revelar qualquer
alteracdo do comprimento de onda na maxima absorcéo.

3.2.2 Difratometria de Raio-X

Para medidas de difratometria de raios-x (DRX), uma aliquota de
9 mL da solucdo de GNP foi centrifugada a 10.000 rota¢fes por minuto
por 10 minutos. O sobrenadante foi removido e 0 material sedimentado
transferido para uma porta amostra e seco em estufa. O material foi
caracterizado com os seguintes parametros: Comprimento de onda da

radiacdo do tubo de cobre: 1.54056 A voltagem de 30 kV, corrente 30
mA. Velocidade de varredura: 2°/min, ao passo de 0.02°, entre 20-80°
(Balasubramanian et al., 2010). O diametro médio das GNP foi
calculado usando a equagdo de Scherrer (Yan et al., 2005).

Equacédo de Scherrer: D=__ KA
[ cos(6)

Onde, D ¢é Diametro médio, K = 0,94, uma constante
caracteristica das particulas esféricas, L é comprimento onda (raios-x
usado): 1,54056, B: Largura da banda a meia altura (total na metade
méaxima do pico em radianos) e 8: Angulo de Bragg (do pico de 100%
de intensidade) (Aromal & Philip, 2012).

3.2.3 Caracterizacédo Morfologica

A caracterizacdo morfoldgica das nanoparticulas empregadas
neste estudo foi efetuada com auxilio de um microscopio de transmissao
eletrénica JEOL Titan 80-300 kV. As amostras foram preparadas da
seguinte forma: imediatamente apds a sintese, uma aliquota de solucéo
de GNP foi diluida até obter absorbéncia inferior a 0,10 e transferida
para um tubo Eppendorf que foi mantido em banho ultrassénico por 15
minutos. Em seguida, um porta amostra de cobre foi imerso na solucéo e
deixado secar ao ar por 12 h. A curva de distribuicdo de particulas foi
efetuada selecionando-se uma regido do porta-amostras contendo GNP
bem dispersas.
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3.2.4 Potencial Zeta e concentragdo da solucéo

A andlise do Potencial Zeta (ZetaPALS; Brookhaven Instruments,
Nova lorque, EUA) foi utilizado para medir os potenciais Zeta das GNP.
A temperatura foi mantida a 25 °C. A concentracdo de ouro nas solucdes
de GNP foi determinada por espectrometria de absorcdo atdbmica (EAA)
utilizando um  espectrofotbmetro  modelo AA240 FS-FAST
SEQUENTIAL ATOMIC ABSORPTION SPECTROMETER marca
VARIAN.

3.3 ANIMAIS

Foram utilizados 84 ratos (14 animais por grupo), machos (250-
300 g) com idade de 60 dias obtendo-se do biotério da Universidade do
Extremo Sul Catarinense (UNESC). Os animais foram randomizados e
divididos em seis grupos, trés grupos para administracdo aguda e trés
grupos para administracdo crénica assim distribuidos:; solucdo salina
(grupo 1), solugdo aquosa de GNP-10 (grupo 2) e solucdo aquosa de
GNP-30 (grupo 3), conforme esquematizado na figura 8. Os animais
tiveram livre acesso a comida e &gua, sendo mantidos em ciclo
claro/escuro de 12 horas, com temperatura controlada entre 22°C + 1°C.

( Grupo A1: Solucéo salina
. Agudan =42 < Grupo A2: Soluggdo GNP-10
\ Grupo A3: Solucdo GNP-30

Administragéo<
( Grupo C1: Solucéo salina

\_ Crénican=42 <{ Grupo C2: Sclugdo GNP-10

\ Grupo C3: Solucdo GNP-30

Fig. 8. Esquema da distribuigdo dos grupos. Fonte: o autor

) Os experimentos foram realizados apés aprovacdo do Comité de
Etica no Uso de Animais da UNESC sob o protocolo n° 03/2012 e
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seguiram o0s Principios de Cuidados de Animais de Laboratorio
(Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de Saude dos
Estados Unidos da Ameérica, NIH, publicagdo nimero 85-23, revisada
em 1996), (Anexo A).

O descarte de animais utilizados neste experimento foi atraves do
acondicionamento em saco branco leitoso e encaminhado para freezer
(conservacdo) na universidade. Apos conservacdo, foram coletados e
transportados por empresa terceirizada. Os residuos foram tratados
fisicamente e posteriormente encaminhados para disposicdo final em
aterro sanitario. Todos os procedimentos foram realizados conforme
RDC n° 306/2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA).

3.4 ADMINISTRACAO DAS GNP

A solucdo de GNP com concentracdo 70 mg. L™ nos tamanhos
médios de 10 e 30 nm foram administradas intraperitonealmente,
usando-se uma seringa de insulina de 1 ml, na dose de 70 ug. kg™ em
ratos Wistar adultos. Os tamanhos e a dose foram determinados com
base em estudos realizados previamente pelo grupo, a partir do resultado
de outras solucGes de nanoparticulas que foram sintetizados pelo mesmo
laboratério.

3.4.1 Administracdo aguda

Os animais receberam uma Unica administracdo intraperitoneal de
solucdo salina ou GNP (10 ou 30 nm). Vinte e quatro horas apés a
administracdo os animais foram mortos por decapitacdo, o cérebro
removido e o cortex pré-frontal, cerebelo, hipocampo, estriado e cortex
posterior foram isolados para as analises bioquimicas.

3.4.2 Administracédo crénica

Os animais receberam, uma vez ao dia, por 28 dias,
administragdes intraperitoneais de solugdo salina ou GNP (10 ou 30
nm). Vinte e quatro horas ap6s a Gltima administracdo os animais foram
mortos por decapitacdo, o cérebro removido e o cortex pré-frontal,
cerebelo, hipocampo, estriado e cortex posterior foram isolados para as
andlises biogquimicas.
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3.5 PREPARAGCAO DO TECIDO E DO HOMOGENEIZADO

As estruturas cerebrais cdrtex pré-frontal, cerebelo, hipocampo,
estriado e cortex posterior foram removidas e homogeneizadas (1:10,
w/v) em tampdo de SETH, pH 7,4 (250 mM de Sacarose, 2 mM de
EDTA, 10 mM Trizma base, 50 Ul /ml de Heparina). Os homogenatos
foram centrifugados a 800 x g durante 10 min a 4 ° C, e 0s
sobrenadantes foram armazenados a -70 °C até a determinacdo da
atividade das enzimas. O periodo maximo entre a preparacdo do
homogeneizado e a analise das enzimas foi inferior a 5 dias. O teor de
proteina foi determinado de acordo com o método descrito por Lowry et
al. (1951), utilizando albumina bovina como padrdo de proteina

3.6 PARAMETROS DE METABOLISMO ENERGETICO
3.6.1 Atividade da citrato sintase

A atividade da citrato sintase foi avaliada de acordo com o
método de Faloona & Srere (1969), em meio de incubacéo contendo 100
mM Trizma base, pH 8,0, 100 mM de acetil-CoA, 100 mM de 5,5'-di-
tio-bis-(&cido 2 - nitrobenzdico), 0,1% de Triton X-100 e 2-4 ug de
proteina do sobrenadante. A reacdo foi iniciada pela adicdo de
oxaloacetato e acompanha em 412 nm. A atividade foi expressa em
nmol/min x mg de proteina.

3.6.2 Atividade da malato desidrogenase

A atividade da malato desidrogenase foi avaliada de acordo com
0 método descrito por Kitto (1969), em meio de incubagdo contendo 10
mM de rotenona, 0,2% de Triton X-100, 0,15 mM de NADH e 100 mM
tampdo de fosfato de potéssio, pH 7,4, a 37 °C. A reacdo foi iniciada
apos a adicdo de oxaloacetato e o consumo de NADH foi acompanhado
através da reducédo da absorbancia em 340 nm durante 3 a 5 minutos a
37°C. A atividade foi expressa em nmol/min X mg de proteina.

3.6.3 Atividade da succinato desidrogenase

A atividade da enzima succinato desidrogenase foi determinada
de acordo com o método descrito por Fischer et al. (1985), em meio de
incubacdo contendo tampdo fosfato de potéssio 62,4 mM pH 7,4,
succinato de sédio 250 mM e dicloroindofenol (DCIP) 9 uM, foi
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adicionada amostra contendo cerca de 80 a 140 nug de proteina. Os
sistemas foram pré-incubados por 20 minutos a 30°C em banho-maria e,
apos, foram adicionados azida sédica 100 mM, rotenona 2 mM,
metassulfato de fenazina 1 mM e DCIP 42 uM. A reducdo do DCIP foi
determinada em 600 nm durante 5 minutos a 25°C (Fischer et al., 1985).
A atividade foi expressa em nmol/min x mg de proteina.

3.6.4 Atividade da creatina quinase

A atividade da enzima creatina quinase foi determinada de acordo
com o método descrito por Hughes (1962), em meio de incubacédo
contendo 0,625 mM de lauril maltosideo, 60 mM Trizma base-HCI, pH
7.5, 7 mM de fosfocreatina, 9 mM de sulfato de magnésio (MgSOy e
cerca de 0.4-1.2 pg de proteina em um volume final de 100 pL. Apds 15
minutos de pré-incubacédo a 37 °C, a reacdo foi iniciada pela adicdo de
3,2 mmol de ADP (adenosina difosfato). A reagdo foi parada apos 10
minutos através da adicdo de 1 pmol de acido p-
hidroximercuriobenzoico. A creatina formada foi mensurada de acordo
com 0 método colorimétrico apds adicdo de 100 uL de 2% a-naftol e
100 pL de 0,05% de diacetil em um volume final de 1 ml e apds 20
minutos, as reacdes foram lidas no espectrofotémetro a 540 nm. Os
resultados foram expressos como nmol/min x mg de proteina.

3.6.5 Atividade do complexo |

A atividade do complexo | foi avaliada pelo método descrito por
Cassina & Radi (1996) pela taxa de NADH-dependente da reducéo do
ferricianeto a 420 nm. A atividade foi expressa em nmol/min x mg de
proteina.

3.6.6 Atividade do complexo Il

A atividade do complexo Il foi medida pelo método descrito por
Fischer et al. (1985), onde a diminui¢do da absorbéancia do 2,6-DCIP em
600 nm foi usada para o célculo da atividade do complexo Il. A
atividade foi expressa em nmol/min x mg de proteina.
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3.6.7 Atividade do complexo 11111

A atividade do complexo II-111 foi determinada de acordo com
Fischer et al. (1985) e foi baseada na redugdo do citocromo ¢
acompanhada por espectofotometria a 550 nm a 37 C. A reacéo foi
iniciada pela adicdo de decilubiquinol e 0 aumento na absorbancia em
550 nm durante 3 minutos a 37°C, devido a reducédo do citocromo c, foi
acompanhado. Apds 3 minutos foi acrescentada antimicina A (3 pg/mL)
e 0 valor da absorbancia foi acompanhada durante outros 3 minutos. A
atividade do complexo II-111 foi determinada como atividade sensivel a
antimicina. A atividade foi expressa em nmol/min x mg de proteina.

3.6.8 Atividade do complexo IV

A atividade do complexo IV foi determinada de acordo com
Rustin et al. (1994), e foi calculada pela diminuigdo do valor da
absorbancia causada pela oxidacéo do citocromo ¢ reduzido, medido em
550 nm. A atividade foi expressa em nmol/min x mg de proteina.

3.7 PARAMETROS DE DANO OXIDATIVO E DEFESA
ANTIOXIDANTE

3.7.1 Determinacdo de TBARs (substancias reativas ao &cido
tiobarbiturico)

O indice de peroxidacdo lipidica foi verificado através da
formacdo de TBARS durante uma reacdo de aquecimento do acido
tiobarbitdrico (TBA) como descrito por Draper & Hadley (1990).
Resumidamente, as amostras foram misturadas com 1 mL de &cido
tricloroacético 10% e 1 mL de TBA 0,67%. Posteriormente foram
aquecidos em banho-maria por 30 minutos. Nivel de TBARs foram
determinados pela absorbancia a 532 nm wusando 1,1,3,3
tetrametoxipropano como um padrdo externo. Os resultados foram
expressos como TBARs nmol/mg proteina.

3.7.2 Determinacao de carbonilagéo de proteinas

A carbonilagdo de proteinas foi medida pela determinacdo de
grupos carbonil baseados na reagdo com dinitrofenilhidrazina (DNPH),
previamente descrito por Levine et al. (1990). Proteinas foram
precipitadas pela adicdo de 20% acido tricloroacético e reagiu com
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DNPH. O conteido de carbonil foi determinado
espectrofotometricamente em A=370 nm considerando um coeficiente de
absortividade molar de 22.0000. Os resultados foram expressos como
contetido de carbonil nmol/mg proteina x 102,

3.7.3 Atividade da SOD

Atividade da SOD foi determinada medindo-se a inibicdo da
auto-oxidacdo da adrenalina como absorbancia a 480nm, conforme
descrito anteriormente por Bannister & Calabrese (1987), e o0s
resultados foram expressos em unidade/mg proteina.

3.7.4 Atividade da CAT

Atividade da CAT foi medida pela taxa de reducdo na
absorbancia do perdxido de hidrogénio a 240 nm (Aebi, 1984), e os
resultados foram expressos em unidade/mg proteina.

3.8 AVALIACAO DE DANO AO DNA
3.8.1 Ensaio cometa

Os niveis de frequéncia de dano (FD) e indice de dano (ID) ao
DNA foram avaliados utilizando-se o0 ensaio cometa no qual foi
realizado sob condi¢fes alcalinas, conforme descrito por Singh et al.
(1988), com algumas modificacBes sugeridas por Tice et al. (2000). As
amostras de cortex posterior foram dissecadas e imersas em tampédo
fosfato (PBS) refrigerado. Em seguida elas foram individualmente
homogeneizadas com o auxilio de uma seringa, a fim de obter uma
suspensdo celular. As células obtidas da dissociacdo de tecidos
(aliquotas de 25 pL) foram embebidas em agarose de baixo ponto de
fusdo (0.75%, w/v, 95 puL ou 75 pL, respectivamente) e a mistura foi
adicionada a uma lamina de microscopio pré-coberta com agarose
(1,5%) de ponto de fusdo normal, cobrindo posteriormente com uma
laminula e levando, entéo, a geladeira por aproximadamente 5 minutos a
4°C para solidificacdo. Logo apo6s, as laminulas foram cuidadosamente
retiradas imersas em tampéo de lise (2,5M NaCl, 100mM EDTA e
10mM Tris, pH 10,0-10,5, com adi¢do na hora do uso de 1% de Triton
X — 100 e 10% de Dimetilsulféxido - DMSO) a 4°C por um periodo
minimo de 1 hora e m&ximo de 2 semanas. ApOs este periodo, as
Iaminas foram incubadas em tamp&o alcalino (300 mM NaOH e 1mM
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EDTA, pH>13) por 20 minutos para o desenovelamento do DNA, a
corrida eletroforética foi realizada no mesmo tampdo nas seguintes
condicdes: a 25V e 300mA por 15 minutos. Todas estas etapas foram
realizadas sob luz indireta fraca amarela. Posteriormente as laminas
foram neutralizadas com 0,4M Tris (pH 7,5) e, ao final, o DNA foi
corado com nitrato de prata (Villela et al., 2006).

Foi realizada avaliagdo de 100 células por individuo e por tecido
(50 células em cada lamina duplicada). Tais células foram avaliadas
visualmente, sendo classificadas em cinco classes, de acordo com o
tamanho da cauda, sendo a classificacdo para auséncia de cauda, até 4
para o comprimento maximo de cauda (Collins, 2004). Desta forma,
tem-se um Indice de danos para cada grupo variando de zero (100 X 0 =
0; 100 células observadas completamente sem danos) a 400 (100 X 4 =
400; 100 células observadas com dano maximo). Calculou-se a
frequéncia de danos (em %) em cada amostra com base no ndmero de
células com cauda versus o nimero de células sem cauda. As diretrizes
internacionais e recomendag®es para 0 ensaio do cometa consideraram
gue o escore visual de 70 cometas € um meétodo de avaliagdo bem
validado. Ele tem uma alta correlacdo com a analise de imagem por
computador (Collins, 2004). Foram utilizados controles negativos e
positivos para cada teste de eletroforese a fim de assegurar a
confiabilidade do procedimento. Todas as laminas foram codificadas
para analise as cegas.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica entre dois grupos foi realizada com o
software Bioestat 5.0. Os dados foram expressos em media + desvio
padrdo. A normalidade das variaveis foi avaliada usando o teste
Kolmogorov-Smirnov e o teste t de Student foi usado para comparar 0s
grupos. Ainda, a analise estatistica utilizada para comparar trés grupos
foi realizada (com o programa Statistical Package for the Social Science
(SPSS) versdo 17.0) usando aandlise de varidncia de umavia
(ANOVA). Quando ANOVA demonstrava diferenca significativa
(P<0,05), analises post hoc foram realizadas com o teste de Tukey.
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4 RESULTADOS
4.1 CARACTERIZAGAO DAS GNP

Quantidades suficientes de GNP-10 e GNP-30 foram sintetizadas
e caracterizadas conforme a metodologia descrita. A figura 9
corresponde aos espectros eletronicos de solucdes de GNP-10 e GNP-30
e revelam a presenca de uma banda com absor¢do méaxima a 517 nme a
547 nm, respectivamente. A insercdo na figura 9 corresponde coloracfes
das duas solugdes de GNP.

139 517 nm - ---GNP 10nm
7T —— GNP 30nm

. ’ »
] p —— Cqf_ 0

Absorbance

0.4 . , . , . ' . T . ,
450 500 550 600 650 700
Wavelength (nm)

Fig. 9. Espectros eletronicos para solucGes aquosas de GNP-10 e GNP-30.
GNP-10 (—-—) e GNP-30 (—), bandas a 517 e 547 nm, respectivamente. A
insercdo corresponde as duas solucde de GNP.

Os difratogramas de raios-X apresentados na Figura 10 mostram
reflexdes em 38,18 e 44,39° tipicos de ouro metalico. Os didmetros
médios das nanoparticulas foram determinados com base no sinal de
maior intensidade, ou seja, 20 = 38,18° e empregando a equacido de
Scherrer. Os valores obtidos foram de 10 e 30 nm, conforme esperado,
sendo que estes foram confirmados pelas imagens de TEM, que mostrou
predominantemente GNP esféricas.
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Fig. 10. Padrdo de DRX (Difratograma) de GNP-10 (reflexbes a 38,18°) e
GNP-30 (reflexdes a 44,39°). GNP-10 (— — —) e GNP-30 (—). Cu Ka
radiacdo (A = 1,54056 A, 30 kV, 30 mA ). Taxa de leitura 2°/min.

O teor de ouro em solucgdo, determinado por espectroscopia de
absorcdo atomica para ambas as solucdes foram de 70 mg L™. As
medidas de potencial zeta revelaram valores de -30 mV e -35 mV para
GNP-10 e GNP-30, respectivamente.

A figura 11 ilustra duas micrografias obtidas por microscopia de
transmissdo eletrdnica (TEM) das nanoparticulas de ouro. As insercdes
(histogramas) correspondem as respectivas curvas de distribuicdo de
tamanho de particulas.
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Fig. 11. Microscopia eletronica de transmissdo de GNP-10 e GNP-30.
Nanoparticulas de ouro esféricas preparadas em solugdo aquosa. Didmetro 10
nm (A) e didametro 30 nm (B). A barra de escala equivale a 20 nm. As inser¢des
(histogramas) correspondem as respectivas curvas de distribuicdo de tamanho
de particulas.

42 EFEITO DA ADMINISTRACAO AGUDA DE GNP NA
ATIVIDADE DAS ENZIMAS DO CICLO DE KREBS E CREATINA
QUINASE

Os resultados da avaliagdo da atividade das enzimas citrato
sintase, malato desidrogenase, succinato desidrogenase e creatina
guinase mostraram que apés administracdo aguda de GNP-10 e GNP-30
ndo houve alteracdo na atividade da citrato sintase (fig. 12a). No
entanto, a atividade da malato desidrogenase (fig. 12b) foi inibida por
GNP-10 no hipocampo e estriado e ativada por GNP-30 no cortex
posterior. A atividade da succinato desidrogenase (fig. 12c¢) foi inibida
por GNP-10 no hipocampo, estriado e cortex posterior. A atividade da
creatina quinase (fig. 12d) foi inibida por GNP-10 no hipocampo e
estriado e inibida por GNP-30 no hipocampo.
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Fig. 12. Atividade da citrato sintase, malato desidrogenase, succinato
desidrogenase e creatina quinase apds administragdo aguda de GNP-10 e GNP-
30. Atividade da citrato sintase (A), malato desidrogenase (B), succinato
desidrogenase (C) e creatina quinase (D) no cortex pré-frontal, cerebelo,
hipocampo, estriado e cortex posterior de ratos. Os dados foram avaliados pela
andlise de variancia (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste de Tukey quando
o F foi significativo. Os valores sdo expressos como nmol/min x mg de
proteina, média + desvio padrdo. (n=6) *p<0,05 versus grupo controle.

43 EFEITO DA ADMINISTRACAO AGUDA DE GNP NA
ATIVIDADE DOS COMPLEXOS DA CADEIA RESPIRATORIA
MITOCONDRIAL

Os resultados da avaliacdo da atividade dos complexos I, II, -1l
e IV da cadeia respiratdria mitocondrial, conforme figura 13, mostraram
gue a atividade do complexo | (fig. 13a) foi ativada por GNP-10 no
cerebelo e por GNP-30 no estriado. Em contraste, GNP-10 inibiu a
atividade do complexo | no hipocampo, estriado e cortex posterior. A
atividade do complexo Il (fig. 13b) e II-11I (fig. 13c) foram inibidas por
GNP-10 no hipocampo, estriado e cortex posterior. A atividade do
complexo IV (fig. 13d) foi inibida por GNP-10 no hipocampo e estriado
e por GNP-30 no estriado.
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Fig. 13. Atividade dos complexos mitocondriais apds administracdo aguda de
GNP-10 e GNP-30. Atividade do complexo I (A), Il (B), lI-11l (C) e IV (D) da
cadeia transportadora de elétrons no cortex pré-frontal, cerebelo, hipocampo,
estriado e cértex posterior de ratos. Os dados foram avaliados pela analise de
variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey quando o F foi
significativo. Os valores sdo expressos como nmol/min x mg de proteina, média
* desvio padrdo. (n=6) * versus grupo controle; p<0,05.

44 EFEITO DA ADMINISTRACAO AGUDA DE GNP EM
PARAMETROS DE DANO OXIDATIVO

Nos resultados encontrados para TBARS e carbonilagcdo de
proteinas, foi observado que a administracdo aguda de GNP-10 e GNP-
30 diminuiu os niveis de TBARS no cértex pré-frontal, hipocampo,
estriado e cdrtex posterior, mas ndo alterou no cerebelo (fig. 14a). Além
disso, os niveis de carbonilagdo de proteinas diminuiram no hipocampo
apos administracdo aguda de GNP-10 (fig. 14b) quando comparado ao
grupo controle.
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Fig. 14. Niveis de TBARS e carbonilagcdo de proteinas apdés administracdo
aguda de GNP-10 e GNP-30. Niveis de TBARS (A) e carbonilagdo de proteinas
(B) no cortex pré-frontal, cerebelo, hipocampo, estriado e cortex posterior de
ratos. Os dados foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA) de uma
via, seguido pelo teste de Tukey quando o F foi significativo. Os valores sdo
expressos como nmol / mg de proteina (A) e nmol / mg de proteina x 10 **(B),
média * desvio padrdo. (n=6) *p<0,05 versus grupo controle.

45 EFEITO DA ADMINISTRACAO AGUDA DE GNP NA
ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Os resultados da atividade das enzimas antioxidantes SOD e
CAT, mostraram que a administracdo aguda de GNP-10 aumentou a
atividade da SOD no cerebelo, hipocampo e estriado, bem como a
administracdo de GNP-30 aumentou a atividade da SOD no estriado
guando comparado ao grupo controle (fig. 15a). Porém, a administra¢éo
aguda de GNP-10 diminuiu a atividade da CAT no cerebelo e cdrtex
posterior, mas aumentou no cértex pré-frontal quando comparado ao
grupo controle. Além disso, GNP-30 aumentou a atividade da CAT no
cortex pré-frontal e inibiu no estriado e cortex posterior (fig. 15b).
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Fig. 15. Atividade da SOD e CAT ap6s administracdo aguda de GNP-10 e
GNP-30. Atividade da SOD (A) e CAT (B) no coértex pré-frontal, cerebelo,
hipocampo, estriado e cortex posterior de ratos. Os dados foram avaliados pela
analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste de Tukey quando
o F foi significativo. Os valores sdo expressos como U/mg de proteina, média +
desvio padrédo. (n=6) *p<0,05 versus grupo controle.

46 EFEITO DA ADMINISTRACAO AGUDA DE GNP EM
PARAMETROS DE DANO AO DNA

Como mostrado na figura 16, observa-se que a administracdo
aguda de GNP-10 e GNP-30 apresentou altos niveis de dano ao DNA no
cortex posterior em ambos os parametros de ensaio cometa, frequéncia
de dano (fig. 16a) e indice de dano (fig. 16b) quando comparado ao
grupo controle, bem como a administracdo aguda de GNP-30 apresentou
aumento significante nos niveis de frequéncia de dano e indice de dano
guando comparado ao grupo que recebeu GNP-10.
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Fig. 16. Frequéncia e indice de dano ao DNA ap6s administragdo aguda de
GNP-10 e GNP-30. Frequéncia de dano no DNA (A) e indice de dano no DNA
(B) no cortex posterior de ratos. Os dados foram avaliados pela andlise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste de Tukey quando o F foi
significativo. Os valores sdo expressos em percentual (A) e em unidades
arbitrarias (B), média * desvio padrdo. (n=6) *p<0,05 versus grupo controle;
*p<0,05 versus grupo GNP-10.

4.7 EFEITO DA ADMINISTRACAO CRONICA DE GNP NA
ATIVIDADE DAS ENZIMAS DO CICLO DE KREBS E CREATINA
QUINASE

Nos resultados da avaliagdo da atividade das enzimas citrato
sintase, malato desidrogenase, succinato desidrogenase e creatina
quinase, foram observados que a administragdo crénica de GNP néo
alterou a atividade da citrato sintase (fig. 17a). Entretanto, a atividade da
malato desidrogenase (fig. 17b), succinato desidrogenase (fig. 17c),
creatina quinase (fig. 17d), foram inibidas por GNP-10 e GNP-30 no
cértex posterior.
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Fig. 17. Atividade da citrato sintase, malato desidrogenase, succinato
desidrogenase e creatina quinase apds administracdo crénica de GNP-10 e
GNP-30. Atividade da citrato sintase (A), malato desidrogenase (B), succinato
desidrogenase (C), creatina quinase (D) no cortex pré-frontal, cerebelo,
hipocampo, estriado e cértex posterior de ratos. Os dados foram avaliados pela
andlise de variancia (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste de Tukey quando
o F foi significativo. Os valores sdo expressos como nmol/min x mg de
proteina, média * desvio padrdo. (n=6) *p<0,05 versus grupo controle.

48 EFEITO DA ADMINISTRACAO CRONICA DE GNP NA
ATIVIDADE DOS COMPLEXOS DA CADEIA RESPIRATORIA
MITOCONDRIAL

Os resultados da avaliacdo da atividade dos complexos I, II, 11-111
e IV da cadeia respiratéria mitocondrial, conforme figura 18, mostraram
que a administracdo cronica de GNP-10 e GNP-30 inibiu a atividade do
complexo | (fig. 18a), Il (fig. 18b), II-11I (fig. 18c) e IV (fig. 18d) no
cortex posterior. Porém, houve uma ativacdo na atividade do complexo
11 por GNP-10 no hipocampo (fig. 18b).
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Fig. 18. Atividade dos complexos mitocondriais ap6s administragdo cronica de
GNP-10 e GNP-30. Atividade do complexo I (A), Il (B), lI-11l (C) e IV (D) da
cadeia transportadora de elétrons no cortex pré-frontal, cerebelo, hipocampo,
estriado e cértex posterior de ratos. Os dados foram avaliados pela analise de
variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey quando o F foi
significativo. Os valores sdo expressos como nmol/min x mg de proteina, média
* desvio padrdo. (n=6) *p<0,05 versus grupo controle.

49 EFEITO DA ADMINISTRACAO CRONICA DE GNP EM
PARAMETROS DE DANO OXIDATIVO

Nos resultados da avaliagdo de dano oxidativo, nenhuma
alteracdo foi observada nos niveis de TBARS e carbonilacdo de
proteinas apds administracdo croénica de GNP-10 e GNP-30 conforme
podem ser vistos nas figuras 19a e 19b, respectivamente.
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Fig. 19. Niveis de TBARS e carbonilacdo de proteinas apds administracdo
cronica de GNP-10 e GNP-30. TBARS (A) e carbonilacéo de proteinas (B) no
cortex pré-frontal, cerebelo, hipocampo, estriado e cortex posterior de ratos. Os
dados foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguido
pelo teste de Tukey quando o F foi significativo. Os valores sdo expressos como
nmol / mg de proteina (A) e nmol / mg de proteina x 10 *(B), média + desvio
padrdo. (n=6) *p<0,05 versus grupo controle.

410 EFEITO DA ADMINISTRACAO CRONICA DE GNP NA
ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Os resultados da atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT
mostraram que a administracdo cronica de GNP-10 aumentou a
atividade da SOD no cerebelo e diminuiu no cértex posterior quando
comparado ao grupo controle. Ainda, GNP-30 aumentou a atividade da
SOD no cerebelo, hipocampo e estriado quando comparado ao grupo
salina (fig. 20a). A atividade da CAT foi aumentada no cortex posterior
e diminuiu no hipocampo e estriado por GNP-10 quando comparado ao
controle. E, finalmente, a atividade da CAT foi aumentada no cortex
pré-frontal e diminuida no estriado por GNP-30 quando comparado ao
controle (fig. 20b).
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Fig. 20. Atividade da SOD e CAT apds administracdo cronica de GNP-10 e
GNP-30. Atividade da SOD (A) e CAT (B) no coértex pré-frontal, cerebelo,
hipocampo, estriado e cortex posterior de ratos. Os dados foram avaliados pela
analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste de Tukey quando
o F foi significativo. Os valores sdo expressos como U/mg de proteina, média +
desvio padrédo. (n=6) *p<0,05 versus grupo controle.

411 EFEITO DA ADMINISTRACAO CRONICA DE GNP EM
PARAMETROS DE DANO AO DNA

Ap6s a administracdo cronica de GNP-10 e GNP-30 foi
observado altos niveis de dano ao DNA em cdrtex posterior em ambos
0s pardmetros de ensaio cometa avaliados, frequéncia de dano (fig. 21a)
e indice de dano (fig. 21b) quando comparado ao grupo controle. No
entanto, ndo houve diferenca significativa entre os grupos GNP-10 e
GNP-30.
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Fig. 21. Frequéncia e indice de dano ao DNA apds administragdo cronica de
GNP-10 e GNP-30. Frequéncia de dano no DNA (A) e indice de dano no DNA
(B) no cortex posterior de ratos. Os dados foram avaliados pela andlise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste de Tukey quando o F foi
significativo. Os valores sdo expressos em percentual (A) e em unidades
arbitrarias (B), média * desvio padrdo. (n=6) *p<0,05 versus grupo controle.

Ainda, pode-se observar que houve aumento significativo nos
niveis de frequéncia de dano (fig. 22a) e indice de dano (fig. 22b) no
cortex posterior de ratos submetidos a administragdo cronica de GNP-10
e GNP-30, quando comparado a administracdo aguda.
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Fig. 22. Correlacdo dos niveis de frequéncia de dano ao DNA e indice de dano
ao DNA apd6s administracdo aguda e cronica de GNP-10 e GNP-30. Frequéncia
de dano no DNA (A) e indice de dano no DNA (B) no cortex posterior de ratos.
Os dados foram avaliados usando o teste t de Student. Os valores sdo expressos
em percentual (A) e em unidades arbitréarias (B), média * desvio padrdo. (n=6)
*p<0,05 versus grupo controle.
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Tabela 1: Esquema representativo dos resultados.

Toriex Pre Frontal Terebelo Hipocampao Estriado Torex Postenor |
GNP-10 [ GRP-30 GNP-10 | GNP-30 | GNP-10 | GNP-30 | GNP-10 | GNP-30 | GNP-10 | GNP-30 |
ATC TA [ ATC A JC A JC AT A JC [A JC A JT [A T
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oc [Walato Desidrogenase v v v_z
[Succinato Desidiogenase
gé [Creatina Quinase v v v !_!
5% VI V[V vV v
g [ A V V| A VY[V
E2 ompexon 4
gm [Tomplexo T v A v v 71
[Complexo IV v v v !I_!I
. V V| |V v,_v
o V] [V VI VIV V] V]V
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Legenda

‘ Ativagio (Administragio Aguda)
./ Inibigao (Administragio Aguda)
‘ Ativagio (Administragido Crdnica)

v Inibigdo (Administragdo Crdnica)

Tabela 1. Sumério das variagdes observadas para cada um dos marcadores
avaliados apds administracdo aguda e cronica de GNP-10 e GNP-30.

A tabela 1 sumariza todos os resultados observados neste estudo
sendo que, de modo geral, a administracdo aguda e crénica de GNP-10 e
GNP-30 causou inibicdo do metabolismo energético, diminuiu a
peroxidacéo lipidica e a carbonilacdo de proteinas apds administracdo
aguda de GNP dos dois tamanhos, mas ndo houve alteracdo desses
pardmetros pela administracdo crbnica. Observamos ainda que houve
alteracdo na atividade das enzimas antioxidante (SOD e CAT) bem
como causou altos ID e FD ao DNA no cértex posterior de ratos ap6s
administragdo aguda e cronica de GNP-10 e GNP-30.

Ademais, observamos também que na administracdo aguda de
GNP-10 causou inibicdo em maior nimero de estruturas cerebrais
(hipocampo, estriado e coértex posterior) quando comparada a
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administracdo cronica. Sendo que a administracdo cronica de ambas as
solucbes, GNP-10 e GNP-30 causaram inibi¢do do metabolismo
energético somente no cortex posterior.

Pode-se observar também, pelos resultados encontrados, que as
GNP-10 e GNP-30 podem atravessar a barreira hemato-encefalica,
resultando em um actmulo no cérebro, principalmente no hipocampo,
estriado e cortex posterior.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo buscou-se sintetizar e caracterizar GNP nos
tamanhos de 10 e 30 nm com intuito de avaliar seus efeitos sobre
parametros bioquimicos em cérebro de ratos apds administracdo aguda e
cronica. Neste sentido, com base nos dados do presente trabalho, pode-
se observar que os resultados de espectroscopia de UV-Vis, DRX assim
como a andlise de TEM corroboram com estudos anteriores, mostrando
gue os espectros eletronicos e, consequentemente, as coloracdes das
dispersfes coloidais de GNP dependem da geometria e tamanho das
particulas, visto que a coloragdo resulta da interacdo dos elétrons das
superficies das nanoparticulas com a luz incidente (Philip, 2008;
Alkilany & Murphy, 2010).

Com o aumento do tamanho das particulas a banda de SPR
caracteristica torna-se mais larga e desloca-se em dire¢do ao vermelho, e
0s picos de DRX tornam-se mais estreitos (Link & EI-Sayed, 1999;
Chen et al., 2005). Neste sentido, a equacdo de Scherrer foi aplicada
neste estudo, tomando como base o sinal mais intenso, isto é, o pico em
(26 = 38,189), correspondente ao plano cristalino (111) para calcular o
didametro médio de particula das dispersdes de GNP-10 e GNP-30. Os
espectros de DRX apresentaram ainda sinais em (20 = 44,399,
correspondente ao plano cristalino (200) e dois outros sinais (ndo
mostrados na fig. 10) em (206 = 64,58° e 77,55°) correspondendo 0s
planos cristalinos (220) e (311) respectivamente e sugerem uma
estrutura de ouro metalico com face cubica centrada. Por conseguinte,
os espectros de DRX de GNP foram compativeis com o espectro padréo
do ouro metalico que apresentam sinais correspondente aos planos
cristalinos (111, 200, 220 e 311) correspondendo a reflexdo de Bragg
(JCPDS number: 4-0784) (Yan et al., 2005; Singh et al., 2009; Aromal
& Philip, 2012). A morfologia e o diametro médio das particulas foram
confirmados por anélise de TEM, uma ferramenta que auxilia na
identificacdo do tamanho das nanoparticulas, apresentando um formato
esférico e diametros médios de 10 e 30 nm respectivamente. Este
procedimento foi fundamental para assegurar que as GNP usadas neste
estudo apresentaram sempre as mesmas dimensdes, tornando, desta
forma, aptas para serem utilizadas no estudo proposto.

Um detalhe importante é em relagdo a curva de distribuicdo de
tamanho de particulas que foi efetuada a partir das determinagdes de
didmetro de um conjunto de particulas por TEM. Observa-se nas
insercdes nas figuras 11a e 11b que se trata de distribuicGes estreitas de
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tamanhos. Por exemplo, as GNP-10 tém minimo em 9 e maximo em 12
nm. As GNP-30 tém minimo em 26,5 e maximo em 31,5 nm.

Em um préximo passo, avaliaram-se os efeitos das GNP-10 e
GNP-30 sobre parametros bioquimicos em cérebro de ratos. Com base
nisso, demonstrou-se que a administracdo aguda e cronica de GNP-10 e
GNP-30 inibiu 0 metabolismo energético, alterou a formagao de EROs,
bem como a defesa antioxidante e causou dano ao DNA em cérebro de
ratos adultos. Sabe-se que as GNP podem ser amplamente distribuidas
no organismo, e que GNP 15-50 nm podem atravessar a barreira
hemato-encefélica, resultando em um actmulo no cérebro (Sonavan et
al., 2008). Portanto, a biosseguranga do ouro metalico é bem conhecida,
e é usada in vivo desde 1950 (Zhang et al., 2010), porém, € essencial
entender a interacdo do GNP com érgdos vitais, tal como o cérebro.

Neste cenério, a toxicidade in vivo de nanoparticulas deve ser
determinada por diversos parametros, tais como: dose, via de
administracdo, metabolismo, excrecao, resposta imunolégica, bem como
composicdo quimica, tamanho, forma, agregacdo e superficie de
revestimento dos nanomateriais (Zhang et al., 2010). Uma das
preocupacdes da ciéncia no desenvolvimento tecnoldgico é que as
nanoparticulas podem apresentar tanto um potencial efeito funcional,
bem como toxico nas células neuronais devido a sua capacidade de
atravessar as membranas bioldgicas (Brooking et al., 2001). Assim, o
aumento da reatividade da superficie implica em nanoparticulas que
apresentem um aumento da atividade biologica podendo este efeito ser
atil para que as mesmas penetrem nas células e entreguem farmacos
(Siddigi et al., 2012). Por outro lado, o ouro em macroescala é
geralmente considerado quimica e biologicamente inerte (Hammer &
Norskov, 1995). Por isso os efeitos toxicos de nanoparticulas podem
estra relacionados com fatores bidtico ou abi6ticos com tamanho e
forma, uma vez que, quanto menor a particula, maior a area superficial
especifica e, portanto, maior a concentragdo relativa de ions
quimiodissolvidos e maior a interacdo com a membrana celular, ou mais
facil sua internalizacéo pela célula através da membrana sendo que essa
internalizacdo pode ser facilitada pela oxidagdo da superficie (Lapresta-
Fernandez et al., 2012). A luz dos conhecimentos atuais, os efeitos de
toxicidade causadas por GNP bem como seus efeitos adversos estdo
atribuidos a sua interagdo com a membrana celular, sendo possivel que
as nanoparticulas entrem diretamente nas células, ou mesmo no nucleo,
danificando-o ou induzindo disfuncdo mitocondrial, bem como
formagdo de EROs o que pode, em seguida, causar dano ao DNA
(Auffan et al., 2009).
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Neste estudo, foi observado que a atividade das enzimas malato e
succinato desidrogenase do ciclo de Krebs, apresentaram inibicdo apos
adminstracdo aguda e cronica de GNP-10 e GNP-30. Isso pode ter
levado a uma diminuicdo no transporte de elétrons para os complexos |
e Il da cadeia respiratéria mitocondrial, 0 que poderia explicar a causada
da inibicdo do metabolismo energético encontrado.

Ainda observou-se que a inibicdo do metabolismo energético
apresentou-se mais intensa apés a administracdo aguda no hipocampo,
estriado e cdrtex posterior, quando comparada com a administracdo
cronica, onde o metabolismo energético permaneceu inibido apenas no
cortex posterior.

Estudos conduzido por Chen et al. (2010), mostrou que a
administracdo de GNP 17 nm causa prejuizo no aprendizado e na
formag&o e consolidacdo da memoria em camundongos. A presenca de
particulas metalicas, tais como o GNP, em neurbnios e células
dendriticas pode afetar a neurotransmissao hipocampal e assim interferir
na memoria e no aprendizado. No entanto, a administracdo de GNP 37
nm ndo causou dano nesta regido cerebral (Chen et al., 2010). Um
estudo de Siddigi et al. (2012), mostrou que GNP 20 nm causou
diminuicdo nos niveis de neurotransmissores, tais como dopamina e
serotonina. O estriado é uma das fontes mais ricas de sinapses
dopaminérgicas, e a dopamina é um importante regulador da fungo
estriatal (Dougherty et al., 1999). Assim, o dano a memdria e
aprendizado causado por GNP pode estar correlacionado com
neurotransmissdo dopaminérgica e serotoninérgica em cérebro de
camundongos (Chen et al., 2010), visto que, lesdes estriatais tem
mostrado causar hiperatividade, prejuizo na memoria e inibicdo da
resposta a tarefas em modelos animais (Alexander et al., 1986). Com
base nisso, sugere-se que 0 prejuizo energético encontrado no
hipocampo e estriado, no presente estudo, pode estar relacionado com as
alteragdes encontradas na neurotransmissdo dopaminérgica e
serotoninérgica apds administracdo de GNP.

Além disso, um estudo de Sousa et al. (2010), ja havia mostrado
que a GNP é primeiramente acumulada no hipocampo, talamo,
hipotalamo e cértex cerebral, o que pode ter contribuido para a inibi¢do
do metabolismo energético visto neste trabalho. No entanto, neste
estudo observou-se que a administracdo aguda de GNP inibiu o
metabolismo energético em mais regides cerebrais quando comparado a
administracdo cronica. A razdo para esta diferenca é desconhecida, mas
pode estar relacionada com dessensibilizacdo de receptores devido a
repetidas administragbes de GNP. Por exemplo, estudo de Nestler
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(2005), mostrou que estimulagcBes excessivas de receptores
dopaminérgicos durante a exposi¢do a psicoestimulantes induzem varias
mudanc¢as moleculares no sistema mesolimbico dopaminérgico, o que
pode contribuir para uma adaptacéo.

Além disso, pode-se observar que o metabolismo energético foi
inibido ap6s a administracdo aguda apenas por GNP-10, enquanto a
administracdo cronica causou inibicdo do metabolismo por ambas as
GNP administradas. Este resultado pode ser devido a passagem
tamanho-dependente de nanoparticulas através da barreira hemato-
encefalica (Sonavane et al., 2008). Ainda, considerando que a inibi¢do
do metabolismo apds a administracdo cronica de GNP-10 e GNP-30 se
deu apenas no coOrtex posterior, sugere-se que ndo houve adaptacéo de
receptores nesta regido cerebral, bem como é possivel que tenha
ocorrido um actimulo de GNP no cortex posterior apés repetidas
administragdes, contribuindo para este achado.

Ainda, Sousa et al. (2010), avaliaram a distribuicdo de GNP no
cérebro de camundongos e acharam que o pico de concentracdo ocorre
entre 19 e 24 horas ap6s a administracdo. Portanto, sugere-se que a
maior inibicdo do metabolismo energético ocorreu ap6s a administracdo
aguda de GNP devido ao pico de concentracdo das nanoparticulas no
SNC, ap6s uma primeira exposi¢do, visto que no hipocampo e estriado,
possivelmente, ocorreu adaptagdo apds repetidas administragdes. Ou
ainda, a administracdo aguda de GNP, no primeiro momento sofre um
“impacto” e depois de respetida administracGes pode ter ocorrido uma
tentativa de prote¢do e/ou neutralizagdo por parte do sistema imunitario
pelos mecanismos de defesas que tentaram reconhecer e neutralizar o
efeito adverso das GNP. Estudos de Bastus et al. (2009), mostraram que
a conjugacao de peptideos na superficie de GNP podem melhorar a
resposta imune. No entanto, no presente estudo, ndo podemos afirmar
gue isso possa ter ocorrido, para isso precisariamos avaliar
imunologicamente esses mecanismos de defesa e resposta.

O cérebro é um dos 6rgdos metabolicamente mais ativos e, este
tecido, rico em mitocéndrias, consome em torno de 20% do total de O,
disponivel para o organismo (Dickinson, 1996). Tendo em vista que a
fosforilagdo oxidativa é responsavel pela quase totalidade do ATP
produzido no SNC, a regulacdo da respiracdo mitocondrial se torna
essencial para o correto metabolismo energético cerebral (Erecinska et
al., 1994). Por outro lado, a mitocondria é a principal fonte geradora de
EROs em condicOes fisioldgicas (Chance et al., 1979; Sipos et al.,
2003). Esta producgdo basal de EROs é essencial para diversos processos
celulares, incluindo fagocitoses e sinalizagdo celular (Del Maestro et al.,
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1981; Shapiro, 2003). No entanto, a producdo ou acumulo de EROs é
aumentada quando a funcdo da cadeia transportadora de elétrons é
prejudicada por mitotoxinas exdgenas ou enddgenas (Nicholls & Budd,
2000; Sipos et al., 2003; Okayama, 2005; Di Filippo et al., 2006).

Neste estudo foi observada diminuicdo nos niveis de TBARS e
carbonilacdo de proteinas, bem como aumento na atividade da SOD e
inibicio na atividade da CAT em estruturas cerebrais apds a
administragdo aguda de GNP. Além disso, ndo ocorreu alteragdo nos
niveis de TBARS e carbonilacdo de proteinas ap6s administracdo
cronica de GNP, porém a atividade da SOD permaneceu principalmente,
ativada e a atividade da CAT inibida. Sabe-se que 0 estresse oxidativo €
causado por um desequilibrio entre a geracdo e eliminacdo das EROs
(Emerit et al., 2004). Além disso, estas espécies formadas podem
exercer efeito toxico sobre as células e o organismo (Halliwell, 1994;
Peres et al., 2000). Assim, em condi¢des de excesso na producdo ou
defesa comprometida, as EROs podem reagir com lipidios, proteinas e
DNA, causando dano a estes substratos (Maes et al., 2011).

Estudo de Siddigi et al. (2012), mostrou que GNP 20 nm causa
estresse oxidativo devido ao aumento na peroxidacdo lipidica em
cérebro de ratos. Sendo assim, o estresse oxidativo tem sido identificado
como um mecanismo de toxicidade das nanoparticulas (Li et al., 2008) e
um efeito indesejado do GNP poderia incluir o aumento na geracgéo de
EROs (Siddigi et al., 2012). No entanto, no presente estudo foi
observado diminuicdo no dano causado por EROs. Com base nisso, é
conhecido que o sistema de fosforilagdo oxidativa mitocondrial gera
EROs, principalmente pelos complexos | e Il da cadeia transportadora
de elétrons (Adam-Vizi, 2005; Navarro & Boveris, 2007). Neste sentido,
estudo de Pan et al. (2009), mostrou que particulas menores (1,4 nm de
didametro) induzem disfuncdo mitocondrial em linhagens de células.
Entretanto, sugere-se que os tamanhos de 10 e 30 nm ndo causem danos
a lipidios e proteinas devido a inibicdo no transporte de elétrons,
consequentemente, menos elétrons estdo disponiveis para ligarem-se ao
oxigénio e, assim, formar EROs. Como consequéncia disso, menor
peroxidacédo lipidica e carbonilacdo de proteinas encontrados (TBARS
Cerbonil).

Desta forma, este resultado parece ser consequéncia de um
mecanismo tdxico induzido por GNP, onde a cadeia transportadora de
elétrons pode estar comprometida. Além disso, acompanha este fato o
aumento na atividade da SOD e inibicdo na atividade da CAT, o que
indica uma tentativa de reparo para tal toxicidade induzida por GNP.
Entretanto, a explicagdo para estes resultados permanece obscura.
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O sistema de defesa antioxidante tem a funcdo de inibir e/ou
reduzir os danos causados pela acdo deletéria dos radicais livres ou das
EROs. Tais acgOes podem ser alcangadas por meio de diferentes
mecanismos de acgdo, tais como impedindo a formacdo das EROs
(sistemas de prevencdo), impedindo a acdo desses (sistemas varredores)
ou, ainda, favorecendo o reparo e a reconstituicdo das estruturas
bioldgicas lesadas (sistemas de reparo) (Clarkson & Thompson, 2000;
Koury & Donangelo, 2003). Usualmente, esse sistema é dividido em
enziméatico e ndo-enzimatico. No sistema de defesa enzimético as
enzimas agem por meio de mecanismos de prevencdo, impedindo e/ou
controlando a formacéo de radicais livres e EROs, envolvidos com a
iniciacdo das reacdes em cadeia que culminam com propagacdo e
amplificacdo do processo e, consequentemente, com a ocorréncia de
danos oxidativos (Ferreira & Matsubara, 1997; Schneider & Oliveira,
2004).

Neste estudo também se observou que a administragdo cronica de
GNP ndo alterou os niveis de TBARS e carbonilagdo de proteinas. A
reacdo para a discrepancia deste estudo poderia estar relacionada a
adaptacdo de receptores devido a repetidas exposi¢Oes ou ainda devido a
mecanismo de adaptacdo celular. Porém, as atividades da SOD e da
CAT permaneceram alteradas. Outro ponto a considerar é que as
alteragdes na defesa antioxidante ndo ocorreram similarmente nas
estruturas cerebrais. Isto pode ser explicado pelo fato que o cérebro é a
estrutura biolégica mais complexa conhecida, formada por varias
regibes que respondem de forma diferente, e em parte com diferentes
tipos de neurdnios. Além disso, dentro de uma populacdo homogénea de
células, ha heterogeneidade em termos de caracteristicas fisiologicas e
metabdlicas (Lai et al., 1977; Sims, 1991; Sonnewald et al., 1998).

Por outro lado, os resultados deste estudo apontam que tanto na
administracdo aguda quanto na administracdo cronica, GNP-10 e GNP-
30 apresentaram altas frequéncias e indices de dano ao DNA em cérebro
de ratos quando comparado aoc grupo controle. No entanto, apenas a
administracdo aguda de GNP-30 apresentou maior frequéncia e indice
de dano ao DNA quando comparado & administragdo aguda de GNP-10,
ou seja, a GNP-30, nesse caso, apresentou maior toxicidade. Ainda,
pode-se observar que a frequéncia e o indice de dano ao DNA causados
pela administragdo cronica de GNP-10 e GNP-30 foram
significativamente maiores quando comparado ao grupo controle, no
entanto, ndo foram observadas quaisquer diferencas significativas na
genotoxicidade, que sugere ser independene do tamanho das particulas.
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Em tempo, a administracdo cronica causou significamente maior dano
ao DNA quando comparado a administracdo aguda.

A priori, esse resultado parece discrepante em relagdo aos demais
reportados na literatura. Era de se esperar que as nanoparticulas de 10
nm, sendo mais reativas, conduzissem a maiores indices e frequéncias
de danos em DNA. Contudo, nossos achados podem ser racionalizados
na forma em que esse estudo foi conduzido, uma vez que foram
utilizadas nanoparticulas de ouro recobertas e estabilizadas por citrato
de sodio, também usado como agente redutor e estabilizante no preparo
das mesmas. Na obtencdo de nanoparticulas de 10 nm de didmetro
empregou-se uma concentracdo molar cerca de 16 vezes maior do que a
usada na preparacao das GNP de 30 nm, o que poderia explicar a menor
toxicidade encontrada. Em adicdo, medidas de potencial Zeta de nossas
nanoparticulas apresentaram valores de -30 mV e -35 mV para
didmetros de 10 e 30 nm, respectivamente. Estes valores de potencial
zeta indicam a estabilidade das solucbes de nanoparticulas usadas neste
estudo e corroboram os achados de UV-vis. Ainda, os espectros
eletrénicos das solugdes monitoradas diariamente ao longo de uma
semana, ndo revelaram qualquer alteracdo do comprimento de onda na
maxima absorcdo. Em tempo, o valor de potencial Zeta de uma
nanoparticula € um pardmetro muito utilizado para prever a estabilidade
da suspensdo coloidal, sendo consideradas muito estaveis as que
apresentam valores de potencial Zeta superiores a +30 mV ou inferiores
a -30 mV (Clogston & Patri, 2011; Wu et al., 2011), isto reforca que
neste estudo foram empregadas nanoparticulas muito estaveis e com
potenciais muito proximos .

Um estudo conduzido com nanoparticulas ‘“nuas”, isto ¢&,
removendo-se parcialmente ou totalmente o citrato de sddio poderia
trazer mais informagfes para elucidar estas questdes. Resultados
analogos foram observados por Paino et al. (2012). Por outro lado,
estudo de Siddigi et al. (2012), mostrou aumento nos niveis de 8-
hidroxideoxiguanosina (80hdG), um produto do ataque a base guanina
do DNA, apds exposicdo a GNP 20 nm. Além disso, é conhecido que
GNP induz dano oxidativo ao DNA em células (Li et al., 2008; Grigg et
al., 2009; Kang et al., 2009). No entanto, alguns estudos contradizem
estes resultados (Kang et al., 2009; Singh et al., 2010). Por exemplo,
estudo de Kang et al. (2009), observou que GNP 100 nm causou dano
no DNA em células, porém GNP 4 e 15 nm ndo causaram danos.
Ademais, no mesmo estudo foi demonstrado que GNP 60 nm ou
menores ndo causam dano no DNA. No entanto, outros estudos ja
mostraram que houve dano no DNA apds exposicdo a GNP 20 nm (Li et
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al., 2008) e 8 nm (Grigg et al., 2009), mas ndo com 10 nm (Singh et al.,
2010).

Neste sentido, quando se compara resultados de diferentes
estudos, que abordam toxicidade de nanoparticulas usando diferentes
metodologias, in vitro ou in vivo, por exemplo, onde neste ultimo, o
sangue contém eletrolitos que podem alterar a carga de superficie
efetiva das namoparticulas bem como seu estado de agreag¢do, isso
poderia ser uma explicacdo razoavel para tal contradi¢cdo dos resultados
encontrados na literaura.

Muitas investigacdes toxicoldgicas sobre a GNP centralizaram na
citotoxicidade (Goodman et al., 2004; Connor et al., 2005; Shukla et al.,
2005; Tsoli et al., 2005; Pernodet et al., 2006; Pan et al., 2007; Jacobsen
et al., 2009; Pan et al., 2009; Ponti et al., 2009) e poucos avaliaram a
genotoxicidade (Li et al., 2008; Grigg et al., 2009; Jacobsen et al., 2009;
Kang et al., 2009; Kang et al.,, 2010; Pfaller et al., 2010). Por
conseguinte, estudos mostraram aumento dos niveis de quebras em fitas
simples (via teste cometa) no DNA celular (Grigg et al., 2009; Kang et
al., 2009; Singh et al., 2010), sendo que o mecanismo de dano no DNA
induzido por GNP ndo foram claramente estabelecidos, embora Li et al.
(2008) tenham demonstrado que o dano no DNA esta correlacionado
com a baixa regulagdo de proteinas especificas de reparo. Por outro lado
as nanoparticulas apresentam afinidades com grupamentos aminas (Katz
& Willner, 2004; Ojea-Jiménez & Puntes, 2009) e o DNA é uma
molécula formada por duas cadeias na forma de uma dupla hélice,
constituidas de uma pentose, um grupo fosfato e uma base nitrogenada
(Clausen-Schaumann et al., 2000), podendo ter apresentado afinidades
desses agrupamentos aminas da molécula do DNA com as GNP.

Por conseguinte, sabe-se que um dano no DNA pode levar a
alteragdes nas transcricdes proteicas, entre elas nas enzimas do
metabolismo energético, repercurtindo na producdo de proteinas
anormais, comprometendo a renovacdo celular e em longo prazo a
funcdo de sistemas organicos inteiros (Farinatti, 2002; Neto & Cunha,
2002; Rebelatto & Morelli, 2007; Ferreira et al., 2008).

Com base nos resultados do presente estudo, sugere-se que a
GNP inibi o metabolismo energético, consequentemente, diminui o
transporte de elétrons, tal qual pode contribuir para a diminuicdo na
producdo de EROs, bem como alterar a defesa antioxidante numa
tentativa de reparo. Ainda, estas alteragdes podem causar dano ao DNA.
Por outro lado, a GNP, devido a sua capacidade de atravessar barreiras
bioldgicas e possuir afinidades com grupamentos aminas, pode causar
primeiro dano ao DNA, comprometendo a funcdo das enzimas do
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metabolismo energético que, posteriormente, podera resultar na
diminuicdo da produgdo de EROs, bem como alteragdo da defesa
antioxidante (fig. 23).
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Fig. 23. Relago entre metabolismo energético, estresse oxidativo e dano ao
DNA. Possiveis rotas de acgdo/efeito de GNP em células cerebrais de ratos
Wistar.

Rota (a): as GNP podem causar dano mitocondrial, inibicdo da atividade das
enzimas do ciclo de Krebs, inibi¢do dos complexos da cadeia respiratéria
mitocondrial e enzima creatina quinase, consequentemente, diminuir o
transporte de elétrons, contribuindo para a diminuigdo na producgdo de EROs e
alteracdo das defesa antioxidante numa tentativa de reparo. Ainda, estas
alteracdes podem causar dano ao DNA.

Rota (b): as GNP, devido a sua capacidade de atravessar barreiras biolégicas e
possuir afinidades com grupamentos aminas, podem causar primeiro dano ao
DNA e consequentemente comprometer a fungdo das enzimas do metabolismo
energético, resultando na diminui¢do da producdo de EROs, bem como podem
causar alteragdes das enzimas de defesa antioxidante.

As setas vermelhas pontilhadas indicam inibigéo e/ou alteracéo.

Se por um lado nossos achados demonstraram que GNP-10 e
GNP-30 causam dano no metabolismo energético, dano oxidativo e
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dano em DNA, por outro lado h& evidéncias de que a toxicidade de
nanomateriais pode ser modulada em funcdo da associagdo destes com
agentes estabilizantes e de recobrimento (Vecchio et al., 2012). No
entanto, parece evidente que a toxicidade das GNP esta relacionada a
fatores bidticos (mecanismos de atuacdo e interacdo das GNP com a
membrana celular) e abidticos (propriedades fisicas e quimicas das GNP
e seus fons sollveis), tornando uma explicacdo razoavel para todos estes
achados, uma vez que, 0 pequeno tamanho e elevada area superficial
apresentada pelas nanoparticuals, conduz a uma elevada reatividade
quimica.

Aliado a isso, recentes estudos vem mostrando possiveis
mecanismos de atuacdo e interacdo de nanoparticulas metalicas com
processos que podem acarretar desestabilizacdo tanto dentro quanto fora
da célula, causar desestruturacdo e ruptura da membrana, dano oxidativo
a proteina e lipideos da prdpria membrana e, no seu interior podem
interferir na atividade da CAT e GPx, lipoperoxidacdo, produgdo de
espécies reativas de oxigénio e dano ao DNA, levando a processos
nocivos que se tornam generalizados em toda a célula, causando uma
desordem ou até mesmo a morte celular (Lapresta-Fernandez et al.,
2012).

Neste sentido, o conhecimento relacionado a esses faotores
bidticos e abidticos parecem ser uma caracteristica chave para
compreensdo do potencial funcional e téxico das nanoparticulas.
Ademais, nossos resultados, ndo devem servir como um desincentivo ao
uso desses nanomateriais. No futuro, um melhor conhecimento dos
efeitos neurotdxicos associados aos mecanismos de acdo e interacdo,
tipo de administracdo, tamanho de particula, natureza dos agentes
estabilizadores e de recobrimento poderdo maximizar os efeitos
benéficos bem como minimizar os seus efeitos adversos destes
nanomateriais, tornando-os desta forma, seguros para que possam ser
usados em situagdes clinicas reais.
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6 CONCLUSAO

Nesse trabalho, concluiu-se que as GNP sintetizadas e
caracterizadas apresentaram forma e tamanhos correspondentes ao
didmetro médio de GNP-10 e GNP-30. Além disso, concluiu-se que a
administracdo aguda e cronica de GNP-10 e GNP-30 causou inibigéo do
metabolismo energético. Por outro lado, os niveis de TBARS e
carbonilacdo de proteinas foram diminuidos apds a administracdo aguda
de GNP-10 e GNP-30, mas ndo houve alteracdo desses parametros pela
administracdo cronica. Ambas as administragdes e tamanhos,
principalmente, aumentou a atividade da SOD e inibiu a atividade da
CAT. Concluiu-se ainda que a GNP induziu altos niveis de danos ao
DNA ap6s administracdo aguda e cronica de GNP-10 e GNP-30. Sendo
gue os niveis de danos ao DNA apresentados pela administracéo cronica
foram, significativamente, maiores que 0s apresentados pela
administragdo aguda.
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7 PERSPECTIVAS

Pretendemos dar continuidade a este trabalho, confirmando
nossos resultados e expandindo-os. Desta forma, nossas perspectivas
séo:

- Sintetizar e caracterizar GNP com outros tamanhos (maiores) e
também com outros agentes estabilizantes;

- Avaliar diferentes agentes estabilizadores;

- Avaliar os efeitos da administragdo aguda e crénica de GNP (tamanhos
maiores) sobre parametros biogquimicos em cérebro de ratos;

- Avaliar o efeito da administracdo aguda e crénica de GNP sobre
pardmetros comportamentais;

- Dosar a enzima acetilcolinesterase;

- Avaliar uma curva cinética de tempo-resposta (1d, 7d, 14d, 21d e 28d);
- Avaliar doses diferentes.
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