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RESUMO

A esclerose multipla (EM) é uma doenca inflamatdria crénica auto-imune
desmielinizante do sistema nervoso central (SNC) que causa incapacidade
neurolégica e ainda permanece sem uma terapia eficaz. A EM acomete,
principalmente, individuos brancos na faixa etaria entre 20 e 40 anos e com
predominio sobre o sexo feminino. A perda de mielina interfere na transmisséo dos
impulsos nervosos produzindo os sintomas tipicos da doenca tais como, parestesias,
dificuldade de coordenacdo motora e locomocao, neurite éptica, tonturas, vertigem,
tremores, dor, disfungbes sexuais, distdrbios esfincterianos e fadiga. As células T
auto-reativas se infiltram no SNC e produzem uma grande quantidade de citocinas
pro-inflamatorias, o que leva a destruicdo da bainha de mielina. Sabe-se que as
nanoparticulas de ouro (GNPs) apresentam propriedades anti-inflamatérias. No
entanto, atualmente ndo existem evidéncias na literatura que avaliem se as GNPs
auxiliam no efeito modificador da EM. Além disso, as GNPs podem se dirpersar por
outros 6rgaos como figado, baco, linfonodos e medula éssea. Assim, com intuito de
auxiliar na entrega de GNPs ao SNC foi utilizado o etilenodicisteina dietil éster
(ECD). O ECD é um radiofarmaco destinado a cintilografia de perfuséo cerebral, ele
atravessa a barreira hematoencefalica (BHE) e se liga ao SNC. Nesse contexto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos das GNPs ligadas ao ECD no SNC de
animais expostos a um modelo experimental de EM. Foram utilizados 86
camundongos C57BL/6 fémeas. A encefalomielite autoimune (EAE), modelo
experimental de EM, foi induzida com glicoproteina de mielina do oligodendrdcito
(MOGssss) em adjuvante completo de Freund (CFA), suplementado com
Mycobacterium tuberculosis (Mt). Cada animal recebeu toxina Pertussis no dia 0 e
no dia 2 pds-inducgdo. Primeiramente, foi realizado um estudo piloto para avaliar qual
concentracdo de GNPs apresenta um efeito positivo nha EAE, e 0s animais foram
divididos em 5 grupos (n = 10 animais/grupo) da seguinte forma: grupo EAE + ECD;
grupo EAE + GNPs (1,0mg/L); grupo EAE + GNPs (0,3 mg/L) + ECD; grupo EAE +
GNPs (0,6 mg/L) + ECD e grupo EAE + GNPs (1,0mg/L) + ECD. Os resultados
mostraram que o grupo tratado com GNPs (0,6mg/L) + ECD apresentou reducéo de
infiltrado inflamatdrio, reducéo de citocinas como IL-1(3 e IL-17 na medula espinhal e
melhora da integridade da bainha de mielina, além de uma melhora nos sinais
clinicos. A partir destes resultados, foi realizado outro estudo, e os animais foram
divididos da seguinte forma: grupo EAE; grupo EAE + GNPs (0,6mg/L) e grupo EAE
+ GNPs (0,6mg/L) + ECD. Foram analisados o escore clinico e o peso dos animais,
formacdo de 6xido nitrico, dano em DNA, citocinas pro- e anti-inflamatorias (IL-1[3,
IFN-y, TNF-q, IL-17, TGF-[3, IL-4 e IL-10) e NF-kB na medula espinhal. Os resultados
mostraram que as GNPs (0,6mg/L) e GNPs (0,6mg/L) + ECD apresentam melhora
nos sinais clinicos da doenca; houve uma reducdo nos niveis de citocinas pro-
inflamatorias, infiltrado inflamatério; reducdo de Oxido nitrico e reducédo de dano em
DNA; além de um aumento da integridade da bainha de mielina nos animais EAE
tratados com GNPs (0,6mg/L) + ECD. Assim, os resultados mostram que o
tratamento com GNPs (0,6 mg/L) e GNPs (0,6 mg/L) + ECD, melhorou a integridade
da bainha de mielina devido a reducao de citocinas pro-inflamatorias.

Palavras-chave: esclerose mudltipla, encefalomielite autoimune experimental,
nanoparticulas de ouro, GNPs, etilenodicisteina dietil éster.



ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) is a demyelinating chronic autoimmune inflammatory disease
of the central nervous system (CNS) that causes neurological disability and still
remains without effective therapy. MS affects white individuals aged between 20 and
40 years and with a predominance in women. The loss of myelin interferes with the
transmission of nerve impulses producing the typical symptoms of the disease such
as paresthesias, difficulty in motor coordination and locomotion, optic neuritis,
dizziness, vertigo, tremors, pain, sexual dysfunctions, sphincter disorders and
fatigue. Self-reactive T cells infiltrate the CNS and release a large amount of
proinflammatory cytokines, leading to destruction of the myelin sheath. In this
context, it is known that gold nanoparticles (GNPs) have anti-inflammatory
properties. However, there is currently no evidence in the literature to evaluate
whether GNPs assist in the modifying effect of MS. In addition, GNPs can spread to
other organs such liver, spleen, lymph nodes and bone marrow. Thus, in order to
assist with the delivery of GNP to the CNS, the diethyl ester diethyl ester (DEE) was
used. The DEE is a radiopharmaceutical intended for cerebral perfusion scintigraphy,
So it crosses the blood-brain barrier (BBB) and binds to the CNS. In this context, the
aim of this study was to evaluate the effects of GNPs linked to DEE in the CNS of
animals exposed to an experimental model of MS. Were used 86 C57BL/6 females.
The autoimmune encephalomyelitis (EAE), experimental model of MS, was induced
with myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOGss.ss5) in complete Freund's adjuvant
(CFA) supplemented with Mycobacterium tuberculosis (Mt). Animals received
Pertussis toxin on day 0 and day 2 post-induction. First, a pilot study was carried out
to assess which concentration of GNPs has a positive effect on EAE, and the
animals were divided into 5 groups (n = 10 animals / group) as follows: EAE + DEE
group; EAE + GNPs group (1,0mg / L); EAE + GNPs (0,3 mg/L) + DEE group; EAE +
GNPs (0,6 mg/L) + DEE group and EAE + GNPs (1,0 mg/L) + DEE group. The
results showed that the group treated with GNPs (0.6mg / L) + ECD showed a
reduction in inflammatory infiltrate, a reduction in cytokines such as IL-13 and IL-17
in the spinal cord and an improvement in the integrity of the myelin sheath, in
addition to a improvement in clinical signs. From these results, another study was
carried out, and the animals were divided as follows: EAE group; EAE + GNPs group
(0,6mg/L) and EAE + GNPs group (0,6mg/L) + DEE. The clinical score and weight of
the animals, formation of nitric oxide, DNA damage, pro- and anti-inflammatory
cytokines (IL-1B, IFN-y, TNF-qa, IL-17, TGF-B, IL- 4 and IL-10) and NF-kB in the
spinal cord. The results showed that GNPs (0,6mg/L) and GNPs (0,6mg/L) + ECD
show improvement in the clinical signs of the disease; there was a reduction in the
levels of pro-inflammatory cytokines, inflammatory infiltrate; reduction of nitric oxide
and reduction of DNA damage; in addition to an increase in the integrity of the myelin
sheath in EAE animals treated with GNPs (0,6mg/L) + ECD. Thus, the results show
that treatment with GNPs (0,6mg/L) and GNPs (0,6 mg/L) + ECD, improved the
integrity of the myelin sheath due to the reduction of proinflammatory cytokines.

Keywords: multiple sclerosis, experimental autoimmune encephalomyelitis, gold
nanoparticles, GNPs, diethyl ester ethylene dicysteine.
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1 INTRODUCAO

O termo ‘“esclerose” deriva da terminologia grega que significa
cicatrizacdo ou rigidez, no caso da Esclerose Mdltipla (EM) nas éareas que foi
destruida a bainha de mielina no sistema nervoso central (SNC); enquanto que
“multipla” refere-se a condicdo do numero de vezes que se repete a esclerose
(Sospedra e Martin, 2005). A EM foi descrita pela primeira vez pelo neurologista
francés Jean-Martin Charcot em 1869, como uma doenc¢a neuroinflamatoria, o qual
observou células inflamatérias acumuladas na regido perivascular, dentro da
substancia branca do cérebro e da medula espinhal dos pacientes com disfuncéo
neurolégica (McFarland e Martin, 2007). Em 1948, Elvin Kabat observou um
aumento de imunoglobulinas (Igs) oligoclonais no liquido cefalorraquidiano de
pacientes com EM o que reforcou as evidéncias da natureza inflamatoria da doenca
(Kabat et al.,1948; Kabat et al.,1950). Em 1878, Louis Ranvier descobriu a bainha de
mielina como um revestimento multilamelar glicoprotéico que envolve o axénio no
SNC por projecdes de oligondendrdcitos, e no sistema nervoso periférico (SNP)
pelas células de Schwann, e descreveu sua importancia no mecanismo de
transmissao de sinal do tipo saltatério ao longo dos neurénios (Waxman e Ritchie,
1985; Wingerchuk et al.,, 2001). Atualmente, sabe-se que a EM é uma doenca
autoimune neuroinflamatdéria crénica do sistema nervoso central (SNC) caracterizada
por desmielinizacdo, ruptura da barreira hematoencefalica (BHE), infiltracdo de
células imunes e lesao axonal, principalmente, na substancia branca (Alvarez et al.,
2011; Costanza et al., 2012; Lee et al., 2012; Boroujerdi et al., 2013; Wang et al.,
2013; Ohl et al., 2016). A desmielinizacdo dos axdnios se manifesta quando ha
bloqueio de conducéo do impulso nervoso e inflamacao permanente (Breckwoldt et
al., 2017).

1.1 ETIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA DA ESCLEROSE MULTIPLA

Embora a etiologia da EM permaneca desconhecida, dados disponiveis
sugerem que exista uma combinacdo de fatores desencadeantes, que podem ser
genéticos, autoimunoldgicos e ambientais, tais como: infec¢bes virais como o
Herpes do tipo 6 (Moore e Wolfson, 2002) ou bacterianas como Chlamydia

pneumoniae (Sriram et al., 1999), toxinas, imunizacdes, trauma, exposicdo solar,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Breckwoldt%20MO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27909801

14

assim como variacbes hormonais, 0s quais poderiam justificar o surgimento da
doenca (Alvarez et al.,, 2011; Karagkouni et al.,, 2013). Além disso, os fatores
genéticos parecem também contribuir para a incidéncia da EM (Baranzini et al.,
2010). Assim, tanto os fatores genéticos quanto ambientais contribuem para a
suscetibilidade da doenca. A influéncia genética € mediada principalmente pelos
genes do sistema antigeno leucocitario humano (HLA). Sendo que, o tabagismo, no
contexto de certos genes HLA, tem forte influéncia negativa na suscetibilidade a EM
(Hedstrom et al., 2011; International Multiple Sclerosis Genetics Consortium, 2011).A
EM afeta, com maior frequéncia, mulheres jovens, na faixa etaria entre 20 e 40 anos
(Lublin e Reingold, 1996; Glass et al., 2010), de maneira lenta e progressiva,
afetando 0,05% - 0,15% dos caucasianos (Weiss et al., 2009). Em 2016, houve 2,2
milhdes de casos de EM globalmente, o que correspondeu a um aumento de 10,4%
desde 1990 (GBD 2016 Neurology Collaborators, 2019). As taxas de prevaléncia
variam de acordo com o continente e a latitude geografica (Ramirez-Ramirez et al.,
2013), sendo mais alta no norte da Europa e a América do Norte (100 ou mais casos
por 100.000 habitantes) e menor na regido da linha do equador, a prevaléncia na
Asia é inferior a 30 casos por 100.000 habitantes (GBD 2016 Neurology
Collaborators, 2019), como mostra a Figura 1. No Brasil, conforme Pereira et al.

(2017), had uma prevaléncia de 1,36 casos por 100 mil habitantes na regido nordeste

e de 27,2 casos por 100 mil habitantes na regido sul, com uma prevaléncia média de
8,69 por 100 mil habitantes.

Prevalence of multiple sclerosis (per 100000 population)
Woto<30 [J150to <180

B 30t0<60 [180to <210

B 6oto<g0 [ 210to <240

Ol goto<120 B 240t0 <270

I 120to<150 HM 270t0300

Figura 1. Distribuicdo da Esclerose Mdltipla (EM) mundialmente. Imagem adaptada de:
GBD 2016 Neurology Collaborators (2019).



15

1.2 MANIFESTACOES CLINICAS DA ESCLEROSE MULTIPLA

A EM possui uma natureza altamente heterogénea e curso clinico
imprevisivel que se caracteriza por surtos e remissdes de sintomas clinicos, com
acumulo gradual de comprometimento, motor ou cognitivo, conforme a recuperagao
durante a remissao (Lublin et al., 1996). Os surtos, exacerbac¢éo ou recidiva, sdo a
ocorréncia, a recorréncia ou 0 agravamento de sintomas caracteristicos da doenca,
com duracao igual ou superior a 24 horas. ApOs o0 surto, ocorre a estabilizacdo do
qguadro clinico com recuperacdo completa ou parcial. Todas as alteracdes
neuroldgicas que ocorrem em um més apds o surto fazem parte do mesmo evento
(Machado et al., 2012). Apesar de todos os pacientes com EM apresentarem sinais
de déficit neurolégico, existe uma variagdo consideravel nos sinais clinicos e curso
da doenca entre os individuos (Stromnes e Goverman, 2006). O Comité Consultivo
da Sociedade Nacional de EM (NMSS) definiu, em 1996, quatro formas clinicas
principais da EM (Figura 2), definidas como: surto-remissdo (SR); progressiva-
secundaria (PS); progressiva-priméaria (PP) eprogressiva-recidivante (PR) (Lublin e
Reingold, 1996). No entanto, Lublin e colaboradores (2014) propuseram uma
modificacdo na classificacdo da EM, dividindo os tipos de EM: Recidivante (EM-RR)
e Progressiva (PS e PP) (Figura 3). O tipo mais comum de EM é surto-remissdo ou
recorrente-remissdo, cerca de 80% dos pacientes, caracterizada por surto e
remissao, com recuperacdo completa ou incompleta (Lublin et al., 2014). Sendo que,
a maioria dos individuos que apresentam a forma de surto-remissdo desenvolvem,
subsequentemente, a forma progressiva-secundaria, devido ao acumulo de déficits

neurolégicos (Correale et al., 2014; Dutt e Trapp, 2014).
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Figura 2. Diferentes cursos clinicos da Esclerose Mdltipla (EM) conforme o Comité Consultivo da
Sociedade Nacional de EM. Imagem adaptada de: Lublin e Reingold, 1996.
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Figura 3. Modificacdo da classificagédo dos cursos clinicos da Esclerose Mutipla (EM). Imagem
adaptada de: Lublin et al., 2014.

A esclerose multipla pode ser determinada por meio de episddios clinicos
e/ou por aumento das lesbes nos exames de imagem, e reflete a existéncia de um
processo neurodegenerativo ou inflamatorio ativo (Lublin et al., 2014). Os sintomas
clinicos tipicos da doenca envolvem a deficiéncia fisica, cognitiva e sensorial, tais
como neurite éptica unilateral, diplopia, distarbios sensoriais, fraqueza muscular e
dos membros inferiores, ataxia, parestesias, dificuldade de coordenagdo motora e
locomocéo, desequilibrios, tonturas/vertigens, hipersensibilidade, perda de memoria,
déficit de atencdo, dentre outras (Bjartmar e Trapp, 2001; Hafler, 2004; Kawakami et
al., 2005; Goverman, 2009; Costanza et al., 2012; Dutra et al., 2013a; Dutra et al.,
2013b).



17

1.3 PATOGENESE E MODELO EXPERIMENTAL DA ESCLEROSE MULTIPLA

Estudos em animais tem sido usado para compreender 0S mecanismos
intrinsecos a EM através de um modelo experimental, a encefalomielite autoimune
experimental (EAE), que é caracterizada pela ativacdo de células mononucleares,
principalmente, células TCD4+ e TCD8+ (McFarland e Martin, 2007; Goverman,
2009). Estudos demonstraram, tanto na EAE quanto na EM, que as células T podem
ser ativadas em 6rgdaos linfoides periféricos por antigenos virais e/ou bacterianos, os
guais apresentam mimetismo molecular com algumas proteinas do SNC, tal como a
mielina (Sospedra e Martin, 2005; Broccolo et al., 2013). Outro mecanismo proposto,
antigenos, como as proteinas gliais ou neurais, podem drenar para os linfonodos
cervicais através do sistema de drenagem linfatica (de Vos et al., 2002; van Zwam et
al., 2009). Uma vez nos linfonodos cervicais, esses antigenos sdo apresentados as
células T autorreativas pelas células apresentadoras de antigenos (APCs)
(Compston e Coles, 2002). Dessa forma, antigenos de mielina e/ou microbianos séo
fagocitados por células apresentadoras de antigenos (APCs), tais como macrofagos
e células dendriticas, as quais os apresentam aos linfocitos T naive e induzem a
diferenciacdo e proliferacdo dos mesmos em linfocitos Thl e Thl7. Esses, em
conjunto, contribuem para a patogénese da EM (Yin et al., 2010; Fang et al., 2013;
Mangalam et al., 2013).

As células T autoreativas se infiltram no SNC e liberam uma grande
guantidade de citocinas pro-inflamatérias que ativam os macrofagos, levando a
destruicdo da bainha de mielina (Larochelle et al., 2011). Esta reacdo autoimune
induz um influxo de células pré-inflamatdrias atraveés da barreira hematoencefalica
(BHE) e estimula as células da microglia a causar as lesdes desmielinizantes (Yin et
al., 2010; Fang et al., 2013; Mangalam et al., 2013). A ativacdo cronica das células
da microglia facilita o aumento da permeabilidade da BHE, o que aumenta a
infiltracdo de macrofagos periféricos (Boroujerdi et al., 2013). Além disso, a
estimulacao de linfécitos T helper (Thl) e a sintese de citocinas, como interferon-y
(IFN-y) e interleucina-2 (IL-2), induz os linfécitos B a se diferenciarem em
plasmdcitos. Nesta forma, as células B podem produzir autoanticorpos que séo
responsaveis pelo processo neurodegenerativo, levando a destruicdo da bainha de
mielina das fibras nervosas (Goverman, 2009). A resposta imune emergente é

regulada por subpopulacdes de linfocitos T, incluindo CD4+ (Th), CD8+ (células T
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citotoxicas) e células natural killers (NKs) (McFarland e Martin, 2007; Goverman,
2009). O nivel de células T regulatérias (Tregs) € o principal responsavel pela
intensificagdo da resposta do sistema imunoldgico. Tregs inibem a producéo de
anticorpos e de respostas imunes (Ziemssen e Ziemssen, 2005; Dalgas e Stenager,
2012).

O processo de ativacdo de células T no SNC ocorre em varios estagios
através do mecanismo de apresentacdo de antigenos via moléculas de MHC de
classe Il na superficie das células dendriticas. Entdo, as células T reconhecem o
complexo do determinante antigénico formado com moléculas de MHC devido ao
receptor de células T (Kempuraj et al.,, 2016). Os linfécitos T CD4+ ativos se
diferenciam em tipo 1 (Thl), tipo 2 (Th2) e tipo 17 (Th17) como mostra a Figura 4. A
interleucina 12 induz a promocao de células Thl, que sdo caracterizadas pela
expressdo do fator de transcricdo Tbet, que controla um programa de expressao
génica que resulta na producédo de IFNy, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
beta (TNF-B), e interleucina 2 (IL-2), que possuem caracteristicas
predominantemente proé-inflamatérias (Becher et al., 2000; Szabo et al., 2003). O
fator de crescimento transformador-f1 (TGF-B1l) € uma das citocinas pro-
inflamatorias que desempenham uma funcgéo critica na regulacdo da proliferacao
celular, apoptose celular e angiogénese (Gordon et al., 2008). As células Th2 séo
promovidas por IL-4 e secretam IL-3, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 com acdo anti-
inflamatoria. As células Thl7, se diferenciam em resposta a ativacdo do fator de
crescimento transformador 1 (TGFB1), IL-6, IL-21 ou IL-23 e sdo caracterizadas
pela expresséo do fator de transcricdo RORyt, produzem principalmente IL-17 e IL-
22 (Korn et al., 2009; Miossec et al., 2009), que estdo relacionadas ao dano na BHE
na EM (Weiss et al., 2009; Alvarez et al., 2011). As células Thl e Th1l7 também
promovem a ativacao de microglias, macrofagos, astrécitos e linfocitos B através da
producdo de citocinas e fatores de crescimento, ativando mecanismos
neurodegenerativos adicionais (Codarri et al., 2011; Ponomarev et al., 2007).

Os linfécitos T CD8+ citotdxicos estdo presentes em abundancia nas placas
inflamadas da EM e perivascular, causando danos a BHE, sdo também
responsaveis pela transseccdo axonal e morte do oligodentrocito, auxiliados pelos
macréfagos ligados a bainha de mielina (Murphy et al., 2002; Sung et al., 2008). As

células T CD8+ interagem com células que expressam o0 complexo de
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histocompatibilidade de classe | (MHCI), e, também, produzem TNF-a e IFNy
(Venters et al., 2000; Mizuno et al., 2008).

A maioria dos mediadores inflamatérios, tais como IL-13, IL-17, IL-22 e IFN-y
sdo produzidos por leucocitos durante a transmigracdo, os quais podem afetar a
integridade da BHE (Weiss et al., 2009; Alvarez et al., 2011). Na EAE, a
relocalizacdo da zoénula ocludens (ZO-1), a desfosforilacdo da ocludina e a perda de

claudina-3 estédo diretamente relacionadas com a progressdo da doenca (Bénardais

et al., 2013).
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Figura 4. Figura ilustrativa da diferenciacao das células TCD4*. Imagem adaptada de: Sethi et al.,
2013.

As células T efetoras expressam integrinas, permitindo que essas
atravessem a BHE e sejam reativadas por APCs, as quais reapresentam antigenos
de mielina no SNC (Klaren et al.,, 2014). Este trafego celular € um processo
fortemente regulado, associado a ativacdo das células T e secrecdo de diferentes
qguimiocinas, expressao de moléculas de adesao celular e alteragéo nas proteinas de
juncéo — tight junctions (TJ) (Goverman, 2009).

Em condic¢bes fisioldégicas a BHE exerce papel protetor no SNC, mantendo
sua homeostase ao restringir a entrada de células do sistema imunol6gico e

substancias presentes no sangue, as quais poderiam ser potencialmente lesivas.
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Por esta razdo, a maioria dos imunologistas define o0 SNC como um tecido com
“privilégios imunolégicos” (Alvarez et al., 2011; Pfeiffer et al., 2011). Essa restricao
depende tanto das células endoteliais microvasculares do SNC, como das proteinas
de juncéo (7J), por exemplo: claudina-3, claudina-5 e ZO-1, as quais regulam a
entrada e saida de substancias no encéfalo (Pfeiffer et al., 2011). No entanto, as
células T ativadas e de memoéria expressam moléculas de adesdo endoteliais
(integrinas e selectinas), receptores de quimiocinas e integrinas, que Ihes permitem
atravessar essas barreiras (Goverman, 2009; Weiss et al., 2009; Bénardaiset al.,
2013). A molécula de adeséao celular endotelial plaquetaria 1 (PECAM-1), também
conhecida como CD31, esta localizada nas células endoteliais, paralela a tight-
junctions (TJ), considerada importante para a migracdo de leucdcitos através do
endotélio (Zlokovic, 2008). De fato, a superexpressdo de moléculas de adesao de
leucdcitos em células endoteliais (ECs), tais como ICAM-1, VCAM-1, E-selectina e
P-selectina, tem sido documentada em lesbes cerebrais de pacientes com EM
(Weiss et al., 2009). Na EAE, a relocalizagéo de ZO-1, a desfosforilacdo da ocludina
e a perda de claudina-3 estdo diretamente relacionadas com a progressdo da
doenca (Bénardaiset al., 2013). Além disso, atualmente, acredita-se que, a ruptura
da permeabilidade da BHE depende, pelo menos em parte, da acdo de proteases,
tais como metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9), as quais degradam a matriz
extracelular (ECM), como lamininas, colagéno tipo IV e fibronectina, bem como as
proteinas de juncado (Boroujerdi et al., 2013), contribuindo, assim, para a progressao
da doenca.

O SNC é particularmente susceptivel a danos induzidos por espécies
reativas de oxigénio (ERO), devido a uma maior exigéncia de oxigénio no cérebro,
baixa concentracdo de enzimas antioxidantes, alta concentracdo de acidos poli-
insaturados - componentes essenciais de fosfolipideos da membrana celular - e alta
densidade de mitocondrias (Kovacic e Somanathan, 2012; Miller et al., 2013; Penta
et al., 2013). Esse cenério é favoravel ao estresse oxidativo (EO), dado a transtornos
metabolicos e diminuicdo das defesas antioxidantes (AO) (Kovacic e Somanathan,
2012). A excessiva liberacdo de radicais livres pode desempenhar papel importante
na patogénese da EM e favorecer a migracdo trans-endotelial de leucécitos,
particularmente, linfécitos T autorreativos (Grecchi et al., 2012; Lee et al., 2012). Nos
ultimos anos, diferentes grupos de pesquisa obtiveram evidéncias experimentais,

indicando que o EO desempenha papel fundamental na patogénese da


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=B%C3%A9nardais%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24076006
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desmielinizacéo inflamatoria (Gilgun-Sherki et al., 2004; Haider et al., 2011; Neher et
al., 2011; Oliveira et al., 2012; Christensen et al., 2013; Dasgupta et al., 2013; Seven
et al.,, 2013; Souza et al., 2017). Diversos estudos analisaram a desmielinizagéao
induzida por radicais livres em pacientes com EM, através de métodos bioquimicos,
como oxidacdo de nucleotideos, proteinas e lipideos (Van Horssen et al., 2011;
Grecchi et al., 2012; Lee et al., 2012). Entre as fontes de EROs podem-se destacar
0s macréfagos e microglia ativados (Fischer et al., 2012; Kovacic e Somanathan,
2012; Lee et al., 2012).

Conforme um estudo realizado por Souza et al. (2017), ha um aumento nos
niveis de oxido nitrico (ON), diminuicdo do conteido de GSH na medula espinhal,
linfonodo e hipocampo, assim como um aumento de danos oxidativos em proteinas
e lipidios de membrana nos animais com EAE. A ativacdo de mondcitos e
macrofagos, assim como microglia, produzem diferentes mediadores inflamatorios,
incluindo oxido nitrico (ON) e ERO, os quais contribuem para o desenvolvimento e
progressdo da doenca (Benveniste, 1998; Fischer et al., 2012; Kovacic e
Somanathan, 2012; Lee et al., 2012). Essa geracao de ERO no parénquima cerebral
contribui para a lesdo persistente, devido ao dano em oligodendrécitos e axoénio,
além da reducédo dos niveis séricos de antioxidantes (Gilgun-Sherki et al., 2004; Van
Meeteren et al., 2005; Witherick et al., 2011).

1.4 TRATAMENTO DA ESCLEROSE MULTIPLA

Os  tratamentos medicamentosos com imunomoduladores e
imunossupressores disponiveis para EM visam reduzir a frequéncia e gravidade da
recidiva da doenca, atraso na progressao da doenca, diminuir o nimero de lesbes
no SNC e manter ou melhorar a qualidade de vida dos pacientes (Lublin et al.,
2014). Dentre eles, destacam-se os interferons (IFN-B), acetato de glatiramer,
mitoxantrona, natalizumab, e uma nova série de medicamentos orais (Fingolimod e
Dimetil fumarato), que reduzem ou melhoram a progressdo da doenca (Castro-
Borrero et al.,, 2012; Chanvillard et al., 2013; Ladeira et al., 2019), todos estéo
associados com o0 surgimento de efeitos adversos significativos, incluindo
depressado, susceptibilidade aumentada a infeccdo, cardiotoxicidade, nauseas,
anemia, dentre outros (Castro-Borrero et al., 2012; Ladeira et al., 2019). Além disso,

a maioria dos medicamentos disponiveis no mercado para o tratamento da EM sdo
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imunossupresores, diminuem o risco de recaida, mas exercem efeitos limitados em
retardar a progressao da doenca (Chanvillard et al., 2013; Khalaj et al., 2013; He et
al.,, 2013). No Brasil estes medicamentos sao distribuidos gratuitamente pelo
governo através de farmacias de dispensacéo de alto custo ou em centros publicos
de referéncia do tratamento da EM mediante relatério médico que confirme a
existéncia da doenca (ABEM, 2019).

Aliado ao tratamento medicamentoso, a reabilitacdo € de extrema
importancia para a prevencdo e recuperacao, quando possivel, de complicacdes
decorrentes da doenca. Como a EM é uma doenca crbnica e incapacitante, a
reabilitacdo torna-se importante na manutencdo do estilo de vida independente e
favorece a melhora na qualidade de vida dos portadores. O exercicio € bem tolerado
e induz beneficios pertinentes, tanto no funcionamento fisico, quanto mental, dos
pacientes com EM (Dalgas e Stenager, 2012), e o agravamento dos sintomas esta
associado com niveis mais baixos de atividade fisica (Motl et al. 2008; 2011). Um
estudo realizado por Souza et al. (2017) mostrou que o treinamento de forca e
aerébio melhoram os sinais clinicos de EAE, reduzem a producao de citocinas pro-
inflamatorias como IFN-y, IL-17 e IL-13 na medula espinhal de camundongos com
EAE, além da preservacao das jun¢des oclusivas da BHE.

Ressalta-se que até o presente momento, ndo existe tratamento que
determine a recuperacdo total do sistema neural danificado (He et al., 2013;
Batcheller e Baker, 2019). Por esta razdo, a procura por terapias especificas
apresenta grande relevancia para a descoberta de novas opcdes terapéuticas para o
tratamento da EM. Assim, a hipotese deste trabalho é que a associacdo do ECD
com as GNPs possa apresentar efeito positivo imunomodulador durante o

desenvolvimento e progresséo da EM.

1.5 ETILENODICISTEINA DIETIL ESTER (ECD)

A medicina nuclear ao longo de décadas desenvolveu farmacos com
propriedades quimicas e biolégicas excepcionais, sendo estes, carreadores de
radionuclideos para fins de identificagdo de processos fisiolégicos em organismos
vivos e terapia, principalmente nos seres humanos. Estes farmacos possuem alta

afinidade e biodisponibilidade para determinados sitios biolégicos, 0 que seria
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potencialmente util para o carreamento, também, de substancias ndo radioativas
com propriedades terapéuticas (Carlson, 1995).

Um dos farmacos de medicina nuclear que se destaca quando se avalia o
SNC é o etilenodicisteina dietil éster (ECD). O ECD atravessa a BHE integra por
difusdo passiva em razdo direta ao fluxo sanguineo cerebral, ap0s esta etapa o
composto sofre desesterificacdo e perde suas caracteristicas lipofilicas, fixando-se
desta forma ao encéfalo. As enzimas arilesterase e carboxilesterase sdo sugeridas
como as enzimas que promovem a hidrdlise do ECD no SNC a mondémero de
etilcisteinato (Vallabhajosula et al., 1989; Tanaka et al., 2000; Inoue et al., 2001).

Na pratica, o ECD é utilizado associado ao tecnécio (TC), que é um
radiofarmaco destinado a cintilografia de perfusdo cerebral. O bisisato (99m TC) é
um radiofarmaco utilizado para avaliacdo da doenca vascular cerebral isquémica,
hemorragica e do risco pré-operatorio, localizacdo e laterizacdo pré-operatoria de
foco de epilepsia, avaliacdo da suspeita de deméncia, tais como doenca de
Alzheimer, deméncia de corpos de Lewy, doenca de Parkinson, avaliagdo de
traumatismo craniano, avaliacdo de suspeita de inflamacao cerebral e diagnéstico de
morte cerebral (Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares - IPEN, 2011). Nesse

contexto, o ECD pode auxiliar na entrega de GNPs para o SNC.

1.6 NANOPARTICULAS DE OURO

As nanoparticulas de ouro (GNPs) tem apresentado potencial no tratamento
de doencas do SNC, a exemplo da EM (Kanwar et al., 2012). As GNPs podem ser
facilmente sintetizadas, pois sdo quimicamente estaveis (Kanwar et al.,, 2012) e
geralmente mostram baixa imunogenicidade e toxicidade (De Jong e Borm, 2008). O
nacleo de ouro é inerte, mas interage com material biolégico e pode ter efeitos
bioldégicos. Para abordar esta questdo, foram investigados uma variedade de
tamanhos e modificacées de superficie que afetam o comportamento especifico das
nanoparticulas (Chen et al., 2009). As nanoparticulas esféricas de ouro foram
preparadas em varios tamanhos - para aplicacbes biolégicas, a maioria das
nanoparticulas usadas tém diametros de 1,5 - 20 nm. O tamanho determina quantos
atomos na superficie da nanoparticula tém a capacidade de reagir com uma
molécula e formam uma ligacdo covalente (Male et al.,, 2016). As diversas

nanoparticulas e protocolos utilizados nos diferentes estudos dificultam a
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generalizacdo, mas o tamanho das nanoparticulas e os revestimentos superficiais
tém um grande efeito sobre sua biodistribuicdo. Para as nanoparticulas (NPs) de
10nm, niveis de 0,2% da dose injetada foram encontrados no cérebro apos 24 h.
Para NPs maiores (50 e 250 nm), os niveis no cérebro foram muito baixos, e uma
alta proporcao foi absorvida por células fagociticas no figado e baco (Khlebtsov e
Dykman, 2011). O revestimento superficial de GNPs foi inicialmente utilizado para
estabilizar as nanoparticulas e/ou aumentar a sua capacidade de atravessam a
BHE. Trabalhos prévios descobriram que GNPs revestidas com glicose ou glutationa
(<5 nm de diametro) entram no endotélio do cérebro humano e ndo sao toxicas ao
longo de 24 h em concentracdes de até 32 pg/mL (Gromnicova et al., 2013).

As aplicagdes das GNPs no SNC s&o dependentes de carreadores eficazes
gue atravessem a BHE. Assim, as GNPs possuem discreta capacidade de
atravessar a BHE conforme o seu tamanho, sendo que particulas menores
atravessam a BHE com maior facilidade. Este transporte é realizado principalmente
por transcitose absorcdo-mediada (AMT) e transcitose receptor-mediada (RMT),
associados a gasto de energia (Sela et al., 2015). Dependendo do tamanho, forma,
composicao, superficies e estado de agregacdo das NPs, elas sdo capazes de
atravessar a BHE ou produzir efeitos toxicos. Devido ao seu tamanho muito
pequeno, algumas GNPs podem facilmente chegar ao cérebro e ser absorvidas
pelas células cerebrais (Asharani et al. 2009). Ha evidéncia de que as GNPs
poderiam alcancar e se acumular no parénquima cerebral, incluindo o estriado e o
hipocampo. Pequenas nanoparticulas (<10 nm) podem atravessar as células
endoteliais do cérebro eficazmente in vitro e in vivo utilizando uma combinagéo de
vias de transporte vesicular citosolicas. O ndcleo de ouro apresenta uma interacdo
minima com as moléculas biolégicas e, consequentemente, tem uma citotoxicidade
e imunogenicidade muito baixas (Male et al., 2016).

Além disso, existem outras maneiras de administracdo, como a via nasal, na
qual a administracéo é simples e tem acao rapida do farmaco, no entanto, a entrega
eficaz de farmacos através desta via € desafiadora, visto que normalmente requer
dosagens liquidas de elevado volume ou formulacdes apropriadas; e a via de
administragao intratecal (Arora et al., 2002; Sintov et al., 2010; Ugwoke et al., 2005).

Estudos demonstram que as GNPs podem ativar a via de sinalizacdo do
fator nuclear kappa B (NF-kB), que é conhecido por desempenhar um papel

significativo em processos fisiolégicos e patolégicos que incluem proliferacao celular,
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sobrevivéncia, angiogénese, respostas imunes e inflamacédo (Vallabhapurapu e
Karin, 2009; Ling e Kumar, 2012). As GNPs quando estabilizadas com citrato
regulam negativamente as respostas celulares induzidas pela IL-1[3 e impede que IL-
13 se ligue ao seu receptor IL-1R (Sumbayev et al., 2013). A producao reduzida de
citocinas inflamatorias (INF-y, IL-13 e IL-6) pelos GNPs pode ser resultado da
supressdo do NF-kB (poderia inibir a translocacédo do nucleo de NF-kB através de
uma reducédo na fosforilacdo de IKK-B), o principal fator de transcricdo responsavel
por producdo de citocinas sob condi¢Bes patoldgicas (Norton et al. 2008; Khan e
Khan, 2018). Outro estudo mostrou que as GNPs bloqueiam a ativacdo do NF-kB
interagindo com o componente cys-179 residuo de IKK-3 e, com isso, reduzindo a

producédo de citocinas pro-inflamatérias (Jeon et al., 2003), como mostra a Figura 5.

Mecanismos de acao das GNPs

———

/—|Tzsue$e Oxidativo |

l
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Figura 5. Figura ilustrativa dos possiveis mecanismos de acao das nanoparticulas de ouro (GNPs).
As GNPs regulam negativamente as respostas de IL-13 e ndo impede que IL-1B se ligue ao seu
receptor IL-1R no plasma;inibem a producéo de ERO e conseqlientemente a cascata decorrente do
estresse oxidativo, ndo permitindo que IkB Quinase sinalize a IkB e fosfato e também n&o permite a
ativacdo de NF-kB se transcreva para o nucleo celular. Assim a GNPs permite que CYS-179 se ligue
a kB quinase, promovendo a inibigcdo de fosforilagdo de serinas. Estes mecanismos de agéo das
GNPs podem confirmar a alta capacidade de interacdo com as células e evidencia 0 seu promissor
efeito anti-inflamatorio.

Amplificagdo da Inflamacéo

Micleo

Estudos mostraram que o tratamento com GNPs apresentam propriedades
medicinais anti-inflamatérias e antioxidantes (Tsai et al., 2007; Barathmanikanth et
al., 2010; Silveira et al., 2016; de Carvalho et al., 2018). Conforme Silveira et al.,



26

(2014), os efeitos da iontoforese com a GNPs, assim como Zortéa et al., (2015),
Dohnert et al. (2015) e Silveira et al. (2016) mostraram os efeitos da fonoforese com
GNPs, reduziram a producdo de oxidantes, danos oxidativos e a resposta
inflamatdria, além de melhorar o sistema de defesa anti-oxidante nos animais.
Conforme Paula e colaboradores (2015), a associacéo entre GNPs e N-acetilcisteina
reduz a reposta inflamatéria local induzida por carragenina. Em um modelo
experimental de doencga de Alzheimer, foi observado que o tratamento de GNP
evitou a neuroinflamacgdo e o estresse oxidativo, além de ter um efeito positivo no
tratamento de deméncia (Muller et al., 2017).

Neste contexto, o uso do ECD como carreador de GNPs poderia viabilizar ou
potencializar os efeitos destas no SNC, com possivel acdo terapéutica prolongada
em doencas neurodegenerativas e inflamatoérias, como a EM (Vallabhajosula et al.,
1989; Cattelotte et al., 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar os efeitos das GNPs ligadas ao ECD no SNC em animais expostos a

um modelo experimental de EM.

2.2 ESPECIFICOS

Os objetivos especificos estdo divididos em estudo piloto e estudo principal,

a saber:

Estudo Piloto

v Caracterizar quimicamente a interacéo entre GNPs e ECD;

v' Verificar os efeitos de diferentes concentracées de GNPs e GNPs + ECD sobre
parametros clinicos e infamatorios na medula dos animais expostos ao modelo
de EAE;

v Verificar a integridade da bainha de mielina apés o tratamento com GNPs e
GNPs + ECD nos animais expostos ao modelo de EAE;

v Determinar a concentragdo mais efetiva de GNPs (0,3, 0,6 ou 1,0mg/L) + ECD
em animais expostos ao modelo de EAE.

Estudo Principal

v" Avaliar os efeitos das GNPs ligadas ao ECD sobre os parametros clinicos
durante o desenvolvimento da EAE;

v" Avaliar o efeito imunomodulatério das GNPs ligadas ao ECD sobre mediadores
pro e anti-inflamatorios produzidos no SNC através da técnica de Elisa e imuno-
histoquimica;

v Avaliar os efeitos das GNPs ligadas ao ECD sobre o contelido de ON na medula
espinhal;

v' Avaliar os efeitos das GNPs ligadas ao ECD sobre o dano em DNA, no SNC e
sangue, através do ensaio cometa;

v" Avaliar os efeitos das GNPs ligadas ao ECD sobre a toxicidade no figado através

da analise histoldgica.
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3 MATERIAL E METODOS

A tese esta organizada em dois estudos. O primeiro estudo refere-se ao
estudo piloto que teve como propdsito caracterizar quimicamente a interacdo entre
GNPs e ECD e verificar os efeitos de diferentes concentracdes de GNPs sobre
paramétros clinicos e infamatérios na medula dos animais expostos ao modelo de
EAE. A partir do estudo piloto, um segundo estudo foi conduzido, denominado aqui
como estudo principal, que teve como propésito verificar os efeitos de uma
determinada concentracdo de GNPs ligada ao ECD sobre parametros
neuroiflamatérios e toxicidade no figado. Ambos os estudos estdao detalhados
separadamente nesta se¢do bem como na secdo de resultados. Uma discussao

geral foi elaborada considerando os achados dos dois estudos.

3.1 ENCEFALOMIELITE AUTOIMUNE EXPERIMENTAL (EAE)

A EAE foi induzida com inoculacédo de 200 pL de emulsédo contendo 200 pg
de glicoproteina de mielina do oligodendrocito (MOGssss) em adjuvante completo de
Freund (CFA), suplementado com 500 pg de Mycobacterium tuberculosis (Mt)
H37Ra (Difco, Detroit, Ml, USA) em ambos os flancos traseiros. Em adicdo, cada
animal recebeu 300 ng de Bordetella toxina pertussisem 100 pL de solucdo salina
por via intraperitoneal no dia 0 e no dia 2 apds inducdo da EAE (Racke, 2001). Os
animais foram avaliados todos os dias até o 25° dia apos a inducdo da EAE, e os
sintomas da doenca foram determinados por estagios (Stromnes e Goverman, 2006)

como mostra a tabela 1:

Tabela 1. Avaliacdo dos sinais clinicos dos animais durante o desenvolvimento da EAE.

Escore Sinais Clinicos

Sem sinais clinicos

Perda do tonus da cauda

Fragueza dos membros posteriores e dificuldade de endireitamento
Paralisia dos membros posteriores e fraqueza dos membros anteriores
Tetraplegia

Morte

apbhwWwNEFLO

Apoés as analises dos sinais clinicos todos os animais foram anestesiados
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através da administracdo intraperitoneal de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10
mg/kg) e submetidos a morte por decapitacdo em guilhotina, o sangue e 6rgaos
como figado e medula espinhal foram cirurgicamente removidos e armazenados em

freezer - 80°C até a execucdo das andlises.

3.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DE GNP COM ECD

As GNP foram preparadas como descrito por Victor et al. (2012). Uma
solucdo de citrato de sodio (Sigma-Aldrich Chemical Co, St. Louis, MO) foi
adicionada a uma solucdo de acido cloroaurico (HAuCl4) (Sigma-Aldrich Chemical
Co, St. Louis, MO) previamente aquecida a 90°C. Apos adi¢do do agente redutor
(citrato de sodio) o sistema foi mantido em refluxo por cerca de 20 minutos. A reacéo
foi monitorada por espectroscopia de UV-vis, utilizando um espectrometro
Shimadzu, modelo UV-1800 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japéo). O surgimento de
uma banda com absor¢cdo maxima em 520 nm, atribuida a uma banda de superficie
de plasmon ressonante (SPR), € tipica de nanoparticulas de ouro de geometria
esférica. O tamanho de particula foi determinado utilizando-se analise por difracéo
de raios X (DRX) empregando-se um difratbmetro de raios X da Shimadzu, modelo
XDR-6000 com Cu Ka radiacao (A = 1,54056 A, 30 kV, 30mA). A taxa de varredura
foi de 2°/min, com 6 variando entre 20-80°. O diametro médio de particula esperado
€ de cerca de 10nm e foi calculado a partir do respectivo difratograma de raios X,
utilizando a equacdo de Scherer (Yan et al., 2005). A concentracdo de Au na
solucao foi determinada por analise de absorcdo atbmica em um espectrofotdmetro
de absorcdo atdbmica VARIAN A modelo 240Z AA (Varian Medical Systems, Palo
Alto, CA, EUA). Depois de caracterizadas, as nanoparticulas foram centrifugadas, o
sobrenadante descartado e entdo o pelete ressuspendido em agua ultrapura. O
procedimento foi repetido 3x para remocao do excesso de citrato, que atua ndo so
como redutor, mas também como estabilizante. O ECD foi diluido em atmosfera
inerte, com diluente apropriado e transferido com auxilio de uma seringa para um
frasco contendo solucdo de GNPs desoxigenada previamente com argonio ultrapuro.
Apés a adicdo dos tragcadores, aliquotas do meio reacional foram retiradas e os
espectro eletrbnico foi registrado, até manter-se constante. Um deslocamento

batocrébmico da banda de SPR é indicativo de que a reacdo se processou,
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demonstrando que o ECD se ligam as GNPs, tendo em vista o deslocamento no

comprimento de onda na maxima absor¢cédo de 520 nm para cerca de 650 nm.

3.2.1 Microscopia Eletrénica de Transmissao

Para analise da morfologia e estimativa do tamanho médio das GNPs
utilizou-se a técnica microscopia eletrénica transmissdo da marca JEOL, modelo
JEM 2100F de 100kV, que se encontra alocado no Laboratério Central de
Microscopia Eletrénica, da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC. Na
preparacdo das amostras, uma gota da solucdo de GNPs e ECD+GNPs foi
adicionada em um grid contendo carbono (grid de cobre, 300 mesh). Ap6s o tempo
de secagem dos grids (24hrs), as imagens foram obtidas.

3.2.2 Espectrofotometro UV-vis

Analises foram realizadas na regido do ultravioleta e visivel (450 — 650 nm).
As amostras de GNPs e ECD+GNPs foram diluidas em agua destilada e adicionada
(2ml) em uma cubeta de vidro para posterior varredura. Todas analises foram

realizadas em triplicata.

3.2.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As andlises de FTIR foram realizadas em espectrometro Agilent
Technologies (Cary 600 Series) na Universidade Federal de Santa Catarina,
Laboratério Controle de Processo. Para obtencédo dos espectros, amostras de GNPs
e ECD+GNPs secas a 60°C foram incorporadas em KBr, seguido da compressao
para formacdo de pastilhas. As analises foram conduzidas com varreduras na faixa

de 4000 - 400 cm™, com resolucdo de 2 cm™.
3.2.4 Potencial Zeta
Estas medidas foram determinadas utilizando-se um equipamento Malvern

3000 Zetasizer Nano ZS, (Malverne Instruments, UK), locado na Universidade

Federal de Santa Catarina, Laboratério Controle de Processo. As analises do
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potencial zeta forma realizadas com as GNPs e ECD+GNPs sem diluir as amostras.

As analises foram realizadas em triplicata.

3.3 ESTUDO PILOTO

A abordagem aqui empregada € inovadora e, portanto, ndo ha definicdo na
literatura para uma dose de GNPs/ECD a ser ministrada. As doses de 2,5mg/L de
GNPs (sem o ECD) injetadas por via intraperitoneal (i.p.) tem efeito biol6gico e ndo
apresenta toxicidade (Muller et al., 2017a e b). Conforme Tartuce et al. ( 2017),
doses de 0,3, 0,7 e 1,0mg/L de nano+MIBI promovem regulacdo do estresse
oxidativo no coragédo de ratos infartados. Em relacdo ao ECD, de acordo com o
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (Ipen, 2016), testes de tolerancia
toxicologica realizado em camundongos ndo provocaram reacdo adversa no
organismo dos animais numa dose equivalente a 1000 vezes superior a maior dose
administrada em adulto humano de 70 kg, no periodo de observacdo de 72 horas.
Entretanto, a associacdo com ECD pode alterar essas propriedades e, portanto,
merecem ser definidas antes de empregar no estudo. Neste sentido, foi proposto o
desenvolvimento de um modelo piloto para determinacédo da concentracdo da dose
da GNPs.

Foram utilizados 50 camundongos C57BL/6 fémeas pesando entre 20-25g (8
semanas de idade) obtidos do Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense
(UNESC). Os animais foram mantidos em gaiolas isoladas com ventilacdo, controle
de temperatura (22 £ 2°C) e umidade (60 — 80 %) em ciclo de 12h claro-escuro, com
livre acesso a agua e racdo. Os procedimentos empregados no presente estudo
foram submetidos & aprovacéo da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) e aprovado sob o parecer de
namero 037/2016-2 (Anexo 1).

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais (n=10): EAE +
veiculo (ECD); EAE + GNPs (1,0mg/L); EAE + GNPs (0,3mg/L) + ECD; EAE +
GNPs (0,6mg/L) + ECD; EAE + GNPs (1,0mg/L) + ECD. Apés 25 dias da inducao da
EAE os animais foram eutanasiados. Sete dias apds a indugdo da EAE, os animais
receberam 5 doses de GNPs e/ou ECD por administracao intraperitoneal em dias

alternados, como mostra a Figura 6.
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Figura 6. Desenho experimental. Imagem obtida pelo autor.

3.4 ESTUDO PRINCIPAL

Apés determinacdo da dose de GNPs com ECD, 7 dias ap0s a inducédo da
EAE, os animais receberam 5 doses de GNPs e/ou ECD por administragao i.p. em
dias alternados, como mostra a Figura 6 (projeto piloto). Foram utilizados 36
camundongos C57BL/6 fémeas pesando entre 20—-25g (8 semanas de idade) obtidos
do Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC). Os animais
foram mantidos em gaiolas isoladas com ventilacdo, controle de temperatura (22 *
2°C) e umidade (60 — 80 %) em ciclo de 12h claro-escuro, com livre acesso a agua e
racdo. Os procedimentos empregados no presente estudo foram submetidos a
aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do
Extremo Sul Catarinense (UNESC) e aprovado sob o parecer de numero 037/2016-2
(Anexo 1).

3.5 DOSAGEM DE CITOCINAS

Apés 25 dias de inducdo da EAE, os animais foram eutanasiados, e a
medula espinhal coletada para a avaliacdo da expressao de citocinas. Os niveis de
IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-4, IL-17, IL-10 e IL-13 foram determinados por kit comercial de
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citocinas (ELISA) (ReD Systems), de acordo com os procedimentos recomendados

pelo fabricante.

3.6 WESTERN BLOTTING

A medula espinhal foi extraida e homogeneizada em tampédo especifico
contendo 1% de Triton X 100, 100 mM de Tris (pH 7,4), 100 mM de pirofosfato de
sodio, 100 mM de fluoreto de sodio, 10 mM de EDTA, 10 mM de vanadato de sadio,
2 mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina a 4°C. O homogeneizado foi centrifugado
a 11.000 rpm por 30 min. O sobrenadante foi utilizado para a determinacdo da
concentracdo de proteinas totais, utilizando o método de Bradford (Bradford, 1976).
Em seguida, as proteinas foram ressuspensas e conservadas em tampao de
Laemmli, contendo 100 mmol/L de DTT e, posteriormente, realizada a determinacao
do imunoblot com anticorpos especificos. Para isso, aliquotas contendo 250 ug de
proteina por amostra foram aplicadas sobre gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). A
eletroforese foi realizada em cuba de minigel da Bio Rad (Mini-Protean), com
solucdo tampdo para eletroforese, previamente diluida. As proteinas separadas
foram transferidas para a membrana de nitrocelulose, utilizando-se o equipamento
de eletrotransferéncia de minigel da BioRad. As membranas de nitrocelulose
contendo as proteinas transferidas foram incubadas em solucdo de bloqueio (5% de
albumina; 10 mmol/L de Tris; 150 mmol/L de NaCl; 0,02% de Tween 20) por 2 h, a
temperatura ambiente, a fim de reduzir a formacdo de reacdes inespecificas. A
seguir, as membranas foram incubadas com o0s seguintes anticorpos primarios:
mielina (1:1000, Merck KGaA) e PLP (1:1000, ThermoFischer), sob agitacdo
constante, overnight a 4°C. A seguir, as membranas foram incubadas em solucéo
com anticorpo secundario conjugado com peroxidase, durante 2h a temperatura
ambiente. Apds, as membranas foram incubadas por 2min em substrato enzimético
(Thermo Scientific, Rockford, Estados Unidos da América) e expostas ao filme de
RX em cassete de revelacdo autoradiografica. A intensidade das bandas foi
determinada através da leitura das auto-radiografias reveladas por densitometria
otica (DO), utilizando scanner (HP 3400), com posterior processamento no software
Scion Image® (Scion Corporation) (Laemmli, 1970; Bradford, 1976). A membrana foi
estripada e reblotada para actina (Santa Cruz, CA, EUA), usada como proteina

controle.
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3.7 INDICADOR DE FORMACAO DE OXIDO NIiTRICO

A producdo de o6xido nitrico (ON) foi avaliada espectrofotometricamente
(Espectrofotbmetro - Shimadzu) através do metabdlito estavel nitrito. Para mensurar
0 conteudo de nitrito, a medula espinhal foi incubada com reagente de Griess (1%
sulfanilamida e 0,1% de N-1 (naphthyl) ethylenodiamina) em temperatura ambiente
por 10 min, seguido de leitura em 540 nm no espectrofotdmetro. O conteudo de
nitrito foi calculado a partir da curva padrao de nitrito de sédio (NaNO) - 0 a 100 nM.
Os resultados foram expressos em pmol nitrito/mg proteina (Chae et al., 2004).

3.8 ANALISE HISTOLOGICA

Vinte e cinco dias apos a inducé@o da EAE, os animais foram anestesiados e
perfundidos com solucdo de paraformaldeido a 4% (PFA) em tampéo fosfato 0,1 M
(pH 7,4). As medulas espinhais e figado foram removidas e po6s-fixadas por 24h na
mesma solucdo (PFA 4%), e em seguida embebidas em parafina apos desidratacao
e diafanizagdo, e seccionadas em cortes de 5 ym de espessura. As analises
histolégicas dos focos inflamatérios foram realizadas com hematoxilina-eosina
(H&E). A leitura das laminas foi realizada em microscépio optico (Eclipse 50i, Nikon,
Melville, NY, EUA).

3.9 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

Areas representativas da medula espinhal foram transferidas do bloco
histoldgico para um bloco de tissue microarrays (TMA). Em seguida, duas seccdes
embebidas em parafina de 4 um de espessura dos blocos TMA foram transferidas
para laminas Star Frost ™ (Braunschweig, Alemanha) carregadas eletricamente e
incubadas com um anticorpo primario de IL 17 (ab797; 1: 200; Abcam, Cambridge,
Reino Unido), NFK-B (ab7971; 1:200; ABCAM; Cambridge; UK) e TGF-3 (E11262;
1:200; Spring; Cambridge; UK) durante a noite em uma camara umidificada a uma
temperatura entre 2-8°C. Em um sistema de deteccé&o polivalente de HRP-DAB-
Spring Bioscience ™ (Pleasanton, CA, EUA, as laminas foram incubadas com o

anticorpo secundario por 30 minutos a temperatura ambiente. As reacfes imunes
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foram desenvolvidas pela adicdo de solucdo de cromogénio-substrato DAB (Spring)
as laminas. A hematoxilina Harris foi utilizada para a contra coloracdo. Controles
positivos e negativos foram realizados em paralelo com todas as reacbes. As
laminas foram digitalizadas usando o scanner Axio Scan.Z1 (Carl Zeiss, Alemanha).
Os arquivos gerados foram fragmentados em imagens Unicas e aproximadamente
25 imagens foram selecionadas para analise. As areas de imunopositivos foram
guantificadas usando o software Image-Pro Plus versdo 4.5 (Media Cybernetics,
EUA). Os resultados imunopositivos foram selecionados usando uma “mascara”
para padronizar e automatizar o processo. Os dados numéricos da area de
marcacdo imunopositiva foram gerados e posteriormente exportados para uma

planilha do Excel (Harvey et al. 1999).

3.10 ENSAIO COMETA

O ensaio cometa (EC) foi realizado sob condi¢cdes alcalinas, conforme
descrito por Singh et al. (1988), com algumas modificacbes sugeridas por Tice et al.
(2000).

O sangue foi coletado e colocado em microtubos heparinizados e
refrigerados, e as amostras de medula espinhal, foram dissecadas e imersas em
tampdo Merchant's refrigerado. Em seguida elas foram individualmente
homogeneizadas com o auxilio de uma seringa, através do movimento de vai e vem,
a fim de obter uma suspenséo celular.

As células do sangue (aliquotas de 5pL) e as células obtidas da dissociacéo
da medula espinhal (aliqguotas de 25uL) foram embebidas em agarose de baixo
ponto de fusdo (0,75%, w/v, 95uL ou 75uL, respectivamente). A mistura foi
adicionada a uma lamina de microscopio pré-coberta com agarose de ponto de
fusdo normal (1,5%), coberta posteriormente com uma laminula e levada, entdo, a
geladeira por aproximadamente 5 minutos a 4°C para solidificacdo. Logo apos, as
laminulas foram cuidadosamente retiradas e as laminas imersas em tampao de lise
(2,5M NaCl, EDTA 100mM e TrislOmM, pH 10,0-10,5, com adi¢cdo na hora do uso
de 1% de Triton X — 100 e 10% de DMSO) a 4°C por um periodo minimo de 1 hora e
maximo de 1 semana.

As laminas foram incubadas em tampéo alcalino (NaOH300mM e

EDTA1mM, pH>13) por 20 minutos para o desenovelamento do DNA, a corrida
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eletroforética, foi realizada no mesmo tampao nas seguintes condicbes: 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 Syber Gold (Sigma Brasil, 1239-45-8) para posterior
analise.

Foi realizada avaliacdo 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
classificagcdo para auséncia de cauda considerada 0, até 4 para o comprimento
méaximo de cauda (Collins et al., 1997). Desta forma, tem-se um indice de Danos
(ID) para cada animal 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). Calcula-se a frequéncia de danos (FD em %) em cada amostra com base
no numero de células com cauda versus o numero de células sem cauda.

As diretrizes internacionais e recomendacdes para 0 ensaio do cometa
consideram que o escore visual de 100 cometas é um método de avaliacdo bem
validado. Ele tem uma alta correlacdo com a analise de imagem por computador
(Collins et al., 1997). Foram utilizados controles negativos e positivos para cada
teste de eletroforese a fim de assegurar a confiabilidade do procedimento (Figura 7).
Todas as laminas foram codificadas para analise as cegas.

Classes de danos

Sem Dano I II I11 IV

Figura 7. Classes de Danos em DNA.



37

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os valores foram expressos como meédia + erro padrdo da média. As
andlises estatisticas foram avaliadas utilizando ANOVA de uma via, seguida do teste
de Neuman-Keuls ou de Tukey para comparacdes multiplas. Valores de p<0,05
foram considerados com significancia estatistica. Foi utilizado o software GraphPad
Prism 4 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) para as analises

estatisticas.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DAS GNPs E ECD

Com objetivo de avaliar as propriedades fisico-quimica das GNPs e
possiveis interacdes fisico-quimicas com o ECD, analises de microscopia eletrénica
de transmissdo (MET), espectrofotometria por UV-vis e espectroscopia por
infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e analise de potencial zeta foram
realizados. A partir das analises de MET (Figura 8), pode ser observado que as
GNPs (Figura 8A e B) apresenteram um tamanho na faixa de 10-20nm e morfologia
esférica. A incorporacdo do ECD nas GNPs (Figura 8C e D) ndo alterou o tamanho

(10nm) e a morfologia das GNPs.

50 il
ST -

20 nm
EARRPO

Figura 8. Imagens de microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) das nanoparticulas de ouro
(GNPs) (A-B) e das GNPs + ECD (etilenodicisteina dietil éster) (C-D).
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A evidéncia da funcionalizacdo da superficie das GNPs pelos ions citrato e
possiveis interacfes fisico-quimica das GNPs e ECD, foram analisadas via
especfotometria por UV-vis e FTIR. Como pode ser visto na analise de UV-vis
(Figura 9), a presenca da banda de absor¢do maxima em 522 nm (cor vermelha
rubi) confirma a formacéao das GNPs. De acordo com dados reportados na literatura,
GNPs com absor¢cdo maxima em 525 nm, indica um tamanho na faixa de 10-25nm.
(Zou et al. 2006; Haiss et al. 2007; Ojea-Jimennez et al. 2010; Mohan et al. 2013;
Rios-Corripio et al. 2013). Este resultado pode ser corroborado com as analises de
MET (Figura 8). ECD+GNPs apresentaram uma banda de absorcdo maxima em
524 nm. Como pode ser visto, um pequeno deslocamento na banda de absor¢éo

méaxima foi observado, sugerindo uma possivel ligacdo do ECD nas GNPs.

ECD+GNPS
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Figura 9. Analises de espectrofotometria por UV-vis das nanopatrticulas de ouro (GNPs) e das GNPs
+ ECD (etilenodicisteina dietil éster).

Para uma melhor compreensdo da funcionalizacdo da superficie do GNPs
pelos ions citrato e conjugacdo do ECD nas GNPs, andlises de FTIR (Figura 10)
foram realizadas. Como pode ser observado na Figura 10, as GNPs apresentaram
pico do grupo citrato em 1589 v (C=0) e 1394v (COO), confirmando a formacao das
GNPs (Zou et al. 2006; Ghosh et al. 2013). ECD puro (Figura 10) apresentou picos
em 3190 cm™, (N-H, amina), 2950 (CH3) e 1460 (CH2), 1090 e 1030 cm™ (C-O,
éster) e 711 (C-S) (Kaminski et al. 2012; Zhang et al. 2019). Analise de FTIR do
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ECD+GNPs sugere a ligacao entre o ECD e as GNPs com o aparecimento dos picos
caracteristico do ECD e GNPs. O desaparecimento do pico amina 3190 cm™
presente no ECD sugere uma ligacdo covalente com o acido carboxilico presente
nas GNPs. Para confirmar a interacdo entre os dois compostos, andlises de
potencial zeta forma realizados. GNPs apresentaram um potencial zeta negativo (-58
+5mV) devido a presenca de ions citrato na sua superficie (Ghosh et al. 2013; Wang
et al. 2016; Mohammad, 2019). Um aumento no potencial zeta foi observado quando
o ECD foi ligado as GNPs (-40 £3mV), confirmando a ligacdo do ECD nas GNPs e a
excelente estabilidade das nanoparticulas.
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Figura 10. Analises por espectroscopia por infravermelho (FTIR) das nanoparticulas de ouro (GNPs)
e das GNPs + ECD (etilenodicisteina dietil éster).
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4.2 ESTUDO PILOTO

4.2.1 Efeito do tratamento com GNPs e ECD sobre os sinais clinicos e o

desenvolvimento da EAE

Inicialmente, avaliou-se as manifestacdes clinicas nos animais com EAE, por
meio das analises do escore clinico e 0o peso dos animais, medidas relacionadas ao
desenvolvimento e progresséo da doenca, conforme descrito previamente (Stromnes
e Goverman, 2006). Como pode ser observado na Figura 11A, os animais do grupo
EAE + Veiculo (ECD) apresentaram paralisia crescente a partir do 10° dia (escore
clinico de 0,5) apos a indugcdo da EAE e atingiram o escore clinico méximo a partir
do 15° dia (escore clinico de 2,5), quando comparados aos animais naive. Por outro
lado, os animais tratados com GNPs (1,0mg/L) iniciaram o0s primeiros sintomas
também no 10° dia (escore clinico de 0,5), porém o pico maximo do escore foi no 23°
dia, com escore maximo de 1,5. Em contrapartida, os animais tratados com GNPs
(0,3, 0,6 e 1,0mg/L) + ECD apresentaram 0s primeiros sintomas apenas no 11° e
12° dia apdés a inducédo da doenca (escore clinico de 0,5), e o pico da doenca
ocorreu no 16° dia (escore clinico de 1,0). Cabe destacar que os animais submetidos
ao tratamento com GNPs (1,0mg/L) e GNPs (0,3, 0,6 e 1,0mg/L) + ECD
apresentaram uma melhora locomotora quando comparados aos animais que
receberam apenas o veiculo (ECD) (p<0,05). Aléem disso, o grupo tratado com GNPs
(0,3 mg/L) + ECD apresentou melhor escore clinico quando comparado ao grupo
tratado com GNPs (1,0 mg/L) (p<0,05). De acordo com a Figura 11B, pode-se
observar que os animais com EAE + Veiculo (ECD) apresentaram reducdo do peso
corporal ja nos primeiros dias apos a inducdo da EAE, e essa reducédo acentuou-se
nos animais que foram tratados com GNPs (0,6 mg/L) + ECD. Em constraste, os
animais que receberam tratamento com GNPs (0,3 mg/L) + ECD ganharam peso

guando comparados ao demais grupos experimentais.
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Figura 11. Efeito do tratamento das nanoparticulas de ouro (GNPs) e etilenodicisteina dietil
éster (ECD) no desenvolvimento da encefalomielite autoimune experimental (EAE). A EAE foi
induzida com MOG3sss/CFA e toxina pertussis. Os animais foram imunizados com a mistura do
peptideo MOG;sss/CFA e toxina Pertussis. Escore clinico (A) e variacdo de peso corporal (B) foram
analisados no grupo naive, EAE + veiculo (ECD), EAE + GNPs (1,0mg/L) e EAE + GNP (0,3, 0,6 e
1,0mg/L), durante 25 dias ap6s a indugédo da EAE. Os dados sdo apresentados como média + EPM
(ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls).

4.2.2 Tratamento com GNPs e ECD sobre o infiltrado inflamatério no SNC

Com o intuito de confirmar o processo inflamatério na medula espinhal, apos
inducdo da EAE, foi realizado a andlise histolégica da medula espinhal (regido
lombar). Pode-se observar um aumento do infiltrado inflamatorio compativel com
leséo neuronal no grupo EAE + veiculo (ECD) (Figura 12A). Os grupos EAE tratados
com GNP (1,0mg/L) e GNPs (0,3 e 1,0) + ECD apresentam o tecido da medula
espinhal compativel com lesdo neuronal, com intenso infiltrado de leucdcitos e
presenca de poucos neurbnios no tecido (Figuras 12B, 12C e 12E,

consecutivamente). De maneira importante, no grupos tratados com GNPs (0,6mg/L)
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+ ECD pode-se observar maior presenca de neurénios em toda extensao do tecido,
0 gue sugere um aumento da viabilidade neuronal e poucos leucocitos no tecido
(Figura 12D).

Figura 12. Imagens representativas de cortes histolégicos transversais de medula espinhal
corados com coloracao de (H&E) de animais submetidos a um protocolo experimental de
esclerose multipla e tratados com nanoparticulas de ouro (GNPs) e etilenodicisteina dietil éster
(ECD) + GNPs em trés doses (0,3, 0,6 e 1,0). A EAE foi induzida com MOG3s.ss/CFA e toxina
pertussis. A o grupo EAE apresentou morfologia do tecido nervoso da medula espinhal compativel
com lesdo neuronal, sem a presenca de neurdnios e com grande infiltrado de leucécitos (setas
pretas). No detalhe, em aumento de 100x, observa-se a presenca de leucécitos e presenca de
poucos neurdnios no tecido. Na imagem B, referente ao grupo EAE + GNPs (1,0mg/L) no tecido
nervoso da medula espinhal compativel com lesdo neuronal, com intenso infiltrado de leucdcitos
(setas pretas) e presenca de poucos neurbnios no tecido. No detalhe, em aumento de 40x, imagem
com intensa presenca de leucocitos. C EAE + GNPs (0,3mg/L) + ECD a imagem demonstra
expressivo infiltrado de células inflamatoérias e poucos neurénios na extensdo do tecido. D EAE +
GNPs (0,6mg/L) + ECD, é possivel observar a presenca de neurfnios fortemente marcados(seta
preta) em toda extensao do tecido, sugerindo aumento da viabilidade neuronal e poucos leucdcitos no
tecido. E imagens do grupo EAE + GNP (1,0mg/L) + ECD demonstraram intenso infiltrado de células
inflamatorias e poucos neurdnios no tecido. Aquisicdo das imagens em microscoépio éptico: (n=3.
Imagens capturadas em objetiva de 40x-aumento de 400x e no detalhe da Figura 12A, objetiva
de 100x —aumento de 1000x).

4.2.3 Efeito do tratamento com GNPs e ECD na producao de citocinas pro-

inflamatérias no SNC, apés a inducao da EAE

Os resultados demonstraram reducéo significativa nos niveis de IL-6 na
medula espinhal dos animais do grupo EAE + GNPs (1,0mg/L) + ECD quando
comparados ao grupo EAE + Veiculo (ECD) (Figura 13A). Os niveis de IL-1p3 nos
grupos tratados com GNPs (1,0mg/L) e com GNPs (0,6mg/L) + ECD apresentaram
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diminuicao significativa quando comparados ao grupo EAE + veiculo (ECD) (Figura
13B). Quando avaliado os niveis de TNF-a nos grupos, ndo houve diferenca

significativa entre os mesmos (Figura 13C).
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Figura 13. Efeito do tratamento de nanoparticulas de ouro (GNPs) e etilenodicisteina dietil
éster (ECD) na producao de citocinas pré-inflamatérias na medula espinhal apds a inducéao da
encefalomielite autoimune experimental (EAE). A EAE foi induzida com MOG3sss/CFA e toxina
pertussis. A medula espinhal foi coletada e processada para avaliar os niveis de IL-6 (A), IL-1B (B) e
TNF-a (C) por ELISA. Os dados sdo apresentados como média £+ EPM, no qual *p<0,05 versus o
grupo EAE + veiculo (ECD), *p<0,05 versus o grupo EAE + GNPs (1,0mg/L) (ANOVA de uma via
seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls).

A IL-17 foi analisada pela técnica de imuno-histoquimica. Os dados de
imunocoloracdo dessas moléculas sdo apresentados na Figura 14 e nas imagens
representativas da Figura 15. A imunoexpressao de IL-17 foi significativamente

reduzida apés o tratamento com GNPs 0,6 mg/L + ECD.
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Figura 14. Porcentagem de imunoexpressdo de IL-17 na medula espinhal de animais expostos
a encefalite autoimune experimental (EAE) e tratados com nanoparticulas de ouro (GNPs) em
diferentes concentracées, utilizando o veiculo etilenodicisteina dietil éster (ECD). A EAE foi
induzida com MOGg3sss/CFA e toxina pertussis. Quinze a vinte imagens foram selecionadas para as
areas de analise e imunopositividade para IL17 e foram expressas como porcentagem média em
relacdo a molécula padréo e analisadas estatisticamente ANOVA de uma via, seguida pelo teste de
Newman-Keuls. Os grupos foram considerados diferentes quando o valor de p foi < 0,05 (‘diferenca
em relacdo ao EAE + ECD, * diferenca em relacdo ao EAE + GNPs (1,0mg/L), & diferenca em relagéo
ao EAE + GNPs (0,3mg/L) + ECD e $ diferenca em relagédo ao EAE + GNPs (1,0mg/L) + ECD).

B S G LEL. _ i
Figura 15. Imagens representativas da analise imuno-histoquimica da medula espinhal de
animais expostos a encefalite autoimune experimental (EAE) e tratados com nanoparticulas de
ouro (GNPs) em diferentes concentracdes, utilizando o veiculo etilenodicisteina dietil éster
(ECD). A EAE foi induzida com MOGss.ss/CFA e toxina pertussis. Quinze a vinte imagens foram
selecionadas para analise na medula espinhal de quatro animais por grupo. As areas de
imunopositividade para IL-17 foram quantificadas (seta preta) e os dados foram analisados
estatisticamente usando ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Newman-Keuls. (A) EAE +
Veiculo (ECD), (B) EAE + GNPs (1,0mg/L), (C) EAE + GNPs (0,3mg/L) + ECD, (D) EAE + GNPs
(0,6mg/L) + ECD e (E) EAE + GNPs (1,0mg/L) + ECD.

4.2.4 Integridade da bainha de mielina apés o tratamento com GNPs e ECD em

animais com EAE

A préxima etapa foi avaliar se o tratamento com GNPs, em diferentes doses,
e ECD poderia modular o conteido da proteina da bainha de mielina durante a
resposta autoimune neuroinflamatéria induzida pela EAE. Os grupos tratados com
GNPs (0,6mg/L) + ECD e GNPs (1,0mg/L) + ECD tiveram aumento do conteudo de
mielina (Figura 16A), e um aumento no contetdo de PLP no grupo tratado com

GNPs (0,6mg/L) + ECD (Figura 16B) quando comparado ao grupo EAE + veiculo
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(ECD). Estes resultados demonstram que o tratamento com GNPs + ECD (0,6 e

1,0mg/L) mantiveram a integridade da bainha de mielina.
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Figura 16. Danos a bainha de mielina apds o tratamento com nanoparticulas de ouro (GNPs) e
etilenodicisteina dietil éster (ECD) em animais induzidos a EAE. A EAE foi induzida com MOGgs.
ss/CFA e toxina pertussis. A expressdo da mielina e proteolipoproteina(PLP) foram analisadas na
medula espinhal. Os niveis de expressao da mielina (A) e PLP (B) foram determinados por analise de
Western blot. Os dados séo apresentados como média + EPM, no qual *p<0,05 versus o grupo EAE +
veiculo (ECD) (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls).
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4.3 ESTUDO PRINCIPAL

Conforme os resultados do estudo piloto, no qual obteve-se aumento da
integridade de mielina e PLP, reducdo de IL-13 e reducao de infiltrado inflamatorio
na medula espinhal do grupo EAE tratado com GNP 0,6mg/L, foi realizado um novo

estudo com esta dosagem de GNPs para a realizacdo de novas analises.

4.3.1 Efeito do tratamento com GNPs e ECD sobre os sinais clinicos e o

desenvolvimento da EAE

Como pode ser observado na Figura 17A, os animais do grupo EAE
apresentaram paralisia crescente a partir do 10° dia (escore clinico de 0,5) apés a
inducdo da EAE e atingiram o escore clinico maximo a partir do 17° dia (escore
clinico de 2,0), quando comparados aos animais naive. Por outro lado, os animais
tratados com GNPs (0,6mg/L) iniciaram 0s primeiros sintomas também no 12° dia
(escore clinico de 0,5), porém o pico maximo do escore foi no 20° dia, com escore
maximo de 1,0. Em contrapartida, os animais tratados com GNPs + ECD
apresentaram 0s primeiros sintomas apenas no 14° apds a inducdo da doenca
(escore clinico de 0,5), e o pico da doenca ocorreu no 19° dia (escore clinico de 1,0).
E importante mencionar que os animais submetidos ao tratamento com GNPs e
GNPs + ECD apresentaram uma melhora locomotora quando comparados aos
animais que apresentam a EAE sem tratamento (p<0,05). De acordo com a Figura
17B, pode-se observar que os animais com EAE apresentaram reducdo do peso
corporal ja nos primeiros dias apés a inducao da EAE. Por outro lado, os animais
gue receberam tratamento com GNPs e GNPs + ECD ganharam peso quando

comparado ao grupo EAE.
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Figura 17. Efeito do tratamento das nanoparticulas de ouro (GNPs) e etilenodicisteina dietil
éster (ECD) no desenvolvimento da encefalomielite autoimune experimental (EAE). Os animais
foram imunizados com a mistura do peptideo MOG3sss/CFA e toxina Pertussis. Escore clinico (A) e
variacdo de peso corporal (B) foram analisados no grupo naive, EAE, EAE + GNPs (0,6mg/L) e EAE +
GNPs (0,6mg/L) + ECD, durante 25 dias ap0s a indugdo da EAE. Os dados s&o apresentados como
média + EPM (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls).
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4.3.2 Efeito do tratamento com GNPs e ECD na producao de citocinas pro e

anti-inflamatérias no SNC, apés a inducao da EAE

No que diz respeito aos niveis de citocinas pro-inflamatorias, os resultados
demonstraram uma reducédo significativa nos niveis de IFN-y (Figura 18A), TNF-a
(Figura 18B), IL-1B (Figura 18C) e IL-17 (Figura 18D) na medula espinhal dos
animais dos grupos tratados com GNPs e GNPs + ECD quando comparado ao

grupo EAE.
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Figura 18. Efeito do tratamento de nanoparticulas de ouro (GNPs) e etilenodicisteina dietil
éster (ECD) na producao de citocinas pré-inflamatérias no SNC apés a inducao da EAE. A EAE
foi induzida com MOG3s.ss/CFA e toxina pertussis. A medula espinhal foi coletada e processada para
avaliar os niveis de IFN-y (A), TNF-a (B),IL-1B (C) e IL-17 (D) por ELISA no animais EAE e EAE
tratados com GNPs (0,6mg/L) e GNPs (0,6mg/L) + ECD. Os dados séo apresentados como média +
EPM, no qual *p<0,05 versus o grupo EAE (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-

Keuls).

Para a avaliar os niveis de citocinas anti-inflamatoérias, foram verificados os
niveis de IL-10 e IL-4. Nao houve diferenca significativa nos niveis de IL-10 entre os

grupos (Figura 19A). Em contrapartida, pode-se observar um aumento significativo
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nos niveis de IL-4 (Figura 19B) no grupo tratado somente com GNPs quando

comparado ao grupo EAE.
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Figura 19. Efeito do tratamento de nanoparticulas de ouro (GNPs) e etilenodicisteina dietil
éster (ECD) na producao de citocinas anti-inflamatérias no SNC apés a inducao da EAE. A EAE
foi induzida com MOG3s55/CFA e toxina pertussis. A medula espinhal foi coletada e processada para
avaliar os niveis de IL-10 (A) e IL-4 (B)por ELISA nos grupos EAE, EAE + GNPs (0,6mg/L) e EAE +
GNPs (0,6mg/L) + ECD. Os dados séo apresentados como média = EPM, no qual *p<0,05 versus o
grupo EAE (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls).

Em conjunto esses resultados sugerem um efeito positivo na modulacéo da
EAE, pelo menos em parte, com a inibicdo da neuroinflamacdo induzida pelos

linfécitos Thl, Thl7 e aumento de IL-4, sem afetar de forma significativa a

populacdo de células T regulatérias (IL-10).

4.3.3 Efeito do tratamento com GNPs e ECD na formacao de 6xido nitrico, apés

inducao da EAE

Como as células imunolégicas de individuos com EM expressam citocinas
inflamatorias e ERO (Larochelle et al., 2011), neste estudo foi analizada a formacéo

de 6xido nitrico (ON) nos animais com EAE e naqueles tratados com GNPs e GNPs
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+ ECD. Os resultados demonstraram diminuicdo nos niveis de ON no grupo tratado

com GNPs + ECD quando comparado ao grupo EAE (Figura 20).
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Figura 20. Indicador de formacao de 6xido nitrico no SNC apds o tratamento de nanoparticulas
de ouro (GNPs) e GNPs + etilenodicisteina dietil éster (ECD) durante o desenvolvimento da
EAE. A EAE foi induzida com MOGssss/CFA e toxina pertussis. A formacdo do 6xido nitrico foi
analisada no grupo EAE, e nos animais submetidos ao tratamento com GNPs (0,6mg/L) e GNPs
(0,6mg/L)+ ECD Os dados sédo apresentados como meédia + EPM, no qual *p<0,05 versus o grupo
EAE (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-Keuls).

4.3.4 Efeito do tratamento com GNPs e ECD sobre dano em DNA, apés inducao
da EAE

Na EAE, o efluxo de células autoreativas para o SNC induz a danos no
tecido medular (Alvarez et al.,, 2011). Para confirmar dano em DNA na medula
espinhal e no sangue periférico, foi realizado o ensaio cometa. Pode-se observar
gue houve uma reducéo significativa do dano em DNA no sangue periférico (Figura
21A e B) e na medula espinhal (Figura 21C e D) nos animais tratados apenas com

GNPs e com GNPs + ECD quando comparado ao grupo controle (EAE).
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Figura 21. Efeito do tratamento com nanoparticulas de ouro (GNPs) e etilenodicisteina dietil
éster (ECD) sobre o dano em DNA apés inducao da EAE. A EAE foi induzida com MOGg3s.ss/CFA e
toxina pertussis. indice de danos (A) e frequéncia de danos (B) em DNA no sangue periférico. E
indice de danos (C) e frequéncia de danos (D) na medula espinhal dos grupos EAE, EAE + GNPs
(0,6mg/L) e EAE + GNPs (0,6mg/L) + ECD. Os dados séo apresentados como média = EPM, no qual
*p<0,05 e **p<0,01 versus o grupo EAE, #p<0,05 versus o grupo EAE + GNP (0,6 mg/L) (ANOVA de
uma via seguida pelo post-hoc de Tukey).

4.3.5 Andlise imuno-histoquimica de NF-kB e TGF-3 no tratamento com GNPs e
ECD apés inducao da EAE

A marcagdo de NF-kB e TGF- foram analisadas como marcadores da
funcdo inflamatéria. Os dados de imunocoloracdo dessas moléculas séo
apresentados na Figura 22A e 22B e nas imagens representativas na Figura 23. A
imunoexpressdo de NF-kB e TGF-B foi significativamente reduzida apdés o
tratamento com GNPs e GNPs + ECD.
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Figura 22. Porcentagem média de imunoexpressao de NF-kB e TGF-B na medula espinhal de
animais expostos a encefalite autoimune experimental (EAE) e tratados com nanoparticulas de



53

ouro (GNPs) e etileno dicisteinodietiléster (ECD) como veiculo. A EAE foi induzida com MOGgs.
ss/CFA e toxina pertussis. Quinze a vinte imagens foram selecionadas para as areas de analise e
imunopositividade para NF-kBe TGF-f3 foram expressos como porcentagem média em relacdo a
molécula padrdo e analisados estatisticamente usando ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Newman-Keuls. Os grupos foram considerados diferentes quando o valor de p foi < 0,05 (* diferenca
em relagcdo ao EAE, *diferenca em relacdo ao EAE + GNPs).
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Figura 23. Imagens representativas da analise imuno-histoquimica da medula espinhal de
animais expostos a encefalite autoimune experimental (EAE) e tratados com nanoparticulas de
ouro (GNPs). A EAE foi induzida com MOGss.s5/CFA e toxina pertussis. Quinze a vinte imagens foram
selecionadas para as areas de andlise e imunopositividade para NF-kB e TGF- nos grupos EAE,
EAE + GNPs (0,6mg/L)e EAE + GNPs (0,6mg/L) + ECD, e foram expressos como porcentagem
média em relacdo a molécula padréo. As imagens foram quantificadas (seta preta), e os dados foram
analisados estatisticamente por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Newman-Keuls.

4.3.6 Avaliacao da toxicidade no figado do tratamento com GNPs e ECD, ap6s

a inducao da EAE

A seguranca do tratamento foi avaliada por analise histolégica do figado
como mostra a Figura 24. A andlise histolégica do figado, mostrou que o grupo
tratado com GNPs + ECD obteve uma reducédo do infiltrado inflamatério no figado
(Figura 24A) quando comparado ao grupo EAE. Além disso, quando analisado o
namero de fibroblastos pode-se observar uma reducao significativa nos grupos
tratados com GNPs e GNPs + ECD (Figura 24B). Com estes resultados pode-se
confirmar que o tratamento com as GNPs e GNPs + ECD néo foi toxico ao figado.
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Figura 24. Efeito do tratamento de nanoparticulas de ouro (GNPs) e etilenodicisteina dietil
éster (ECD) no figado, apés a inducao da EAE. A EAE foi induzida com MOG3sss/CFA e toxina
pertussis. Analise histologica do figado nos animais com EAE e nos animais EAE tratados com GNPs
(0,6mg/L) e GNPs (0,6mg/L) + ECD. Os dados sdo apresentados como média + EPM, no qual
*p<0,05 e ***p<0,001 versus o grupo EAE (ANOVA de uma via seguida pelo post-hoc de Newmann-

Keuls).
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5 DISCUSSAO

As GNPs tém sido usadas no tratamento de diversas doencas devido as
suas propriedades anti-inflamatérias. A maioria das nanoparticulas costumam se
acumular no sistema de fagoécitos mononucleares (MPS), como figado, baco,
linfonodos e medula 6ssea (Wilhelm et al.,, 2016; Xiong et al., 2018), e apenas
menos 0,7% de nanoparticulas podem ser entregues nos locais de acdo desejados
(Wilhelm et al.,, 2016; Tavares et al.,, 2017) e, consequentemente, a eficacia
terapéutica torna-se limitada. Com base nesses achados, esta pesquisa teve como
objetivo avaliar se 0 ECD poderia entregar as GNPs diretamente ao SNC e reduzir a
neuroinflamacdo de maneira mais eficiente.

Nesta pesquisa, foi analisado diferentes concentracdes de GNPs ligadas ao
ECD no tratamento de um modelo experimental de EM. Ja esta estabelecido na
literatura que a EM, assim como a EAE, é caracterizada pela ativacdo de células
mononucleares, principalmente, células TCD4+ e TCD8+ (McFarland e Martin, 2007,
Goverman, 2009). Os linfocitos T autorreativos, tais como Thl e Thl7, expressam
diferentes citocinas inflamatérias, além de espécies reativas de oxigénio (ERO) e as
enzimas que facilitam a migracéo de leucécitos para o SNC (Larochelle et al., 2011),
0 que causam a neuroinflamagdo, desmielinizagdo e degeneragcdo axonal
(McFarland e Martin, 2007; Dasgupta et al., 2013). Sabe-se que as GNPs séo
utilizadas em diversos tratamentos devido a excelente biocompatibilidade, baixa
toxicidade e imunogenicidade (Aziz et al., 2012), e estabilidade (Rosi e Mirkin, 2005),
além de apresentar propriedades medicinais anti-inflamatorias e antioxidantes
(Barathmanikanth et al., 2010; Silveira et al., 2016; de Carvalho et al., 2018). Em
adicao, o ECD atravessa a BHE integra por difusdo passiva em razao direta ao fluxo
sanguineo cerebral (Vallabhajosula et al., 1989; Tanaka et al., 2000; Inoue et al.,
2001), e é utilizado como carreador de radionuclideos para fins de identificacdo de
processos fisiologicos em organismos vivos e terapia (Carlson, 1995). Neste
contexto, ndo ha relatos na literatura da utilizacdo do ECD como carreador de
medicamentos para o SNC no tratamento de doencas, neste trabalho o ECD foi
utilizado para viabilizar as GNPs para o SNC.

Primeiramente foram analisadas as propriedades fisico-quimica das GNPs e

possiveis interacfes fisico-quimica com o ECD, pode-se observar que as GNPs
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apresentaram um tamanho na faixa de 10-20 nm e morfologia esférica, e a
incorporacdo do ECD nas GNPs nao alterou o tamanho e a morfologia das GNPs.
Sabe-se que a toxicidade é dependente de diversos fatores, tais como tamanho,
concentracdo, método de injecdo, metabolismo, excrecdo e resposta imune (Li et al.,
2018). O uso in vivo de GNPs de 10 nm revestida com citrato nos animais com EAE
nao causou toxicidade no figado, como confirmado pela literatura (Chen et al.,
2013). Com esses achados, pode-se observar que as GNPs ligadas ao ECD podem
contribuir com a redugao da neuroinflamagéo na EM.

A neuroinflamacdo e desmielinizacdo sao responsaveis pelos sintomas
clinicos, formas clinicas, incapacidade e progressdo da EM (Sospedra et al., 2016).
Os sintomas clinicos tipicos da doenca envolvem a deficiéncia fisica, cognitiva e
sensorial (Hafler, 2004; Kawakami et al., 2005; Goverman, 2009; Costanza et al.,
2012; Dutra et al., 2013a; Dutra et al., 2013b). O modelo experimental de EM segue
curso clinico previsivel caracterizado por periodo prodrémico de 10 a 15 dias, onde a
paralisia se manifesta inicialmente na cauda e patas traseiras progredindo para os
membros anteriores, concomitante a perda de peso (Levy et al., 2010). Como
esperado, os resultados deste trabalho demonstraram déficit locomotor nos animais
com EAE, corroborando com os dados previamente descritos por Levy et al. (2010)
e por Souza et al. (2017). Todavia, quando os animais foram submetidos ao
tratamento com GNPs e GNPs ligagas ao ECD houve diminuigdo significativa
desses déficits. Conforme um estudo realizado por Nosratabadi et al. (2016), sobre a
eficacia anti-inflamatoria e imunomudulatoria in vivo e in vitro da hiperforina (Hyp)
em combinacdo com o GNPs, os ratos tratados com Hyp-GNP exibiram escores
clinicos reduzidos e atrasaram o inicio da doenca. Segundo Aghaie et al., (2019), a
gravidade dos sintomas da EM diminuiu significativamente nos grupos tratados com
GNPs e polietilenoglicol (PEG). Assim, o tratamento de GNPs e GNPs + ECD pode
ter reduzido a desmielinizacdo no SNC.

Na EAE o0s sinais clinicos surgem quando as células imunes
encefalitogénicas adentram no SNC, e a progressdo da EAE esta associada a
producao e atividade de citocinas pré-inflamatérias (Moudgil et al., 2011; Engelhardt
e Ransohoff, 2012; Kuerten et al., 2013). As células Thl e Thl7 tém a capacidade
de orquestrar o influxo de células inflamatérias nas lesées do SNC através da
secrecao de citocinas pro-inflamatoérias (Lovett-Racke et al., 2011; Ge et al., 2013;

Nosratabadi et al., 2016). Em contrapartida, citocinas anti-inflamatérias podem ter
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efeitos protetores contra a progressao da doenca em animais com EAE (Venkatesha
et al., 2014; Azizi et al., 2012; Xing et al., 2019; Esmaeilzadeh et al., 2019). Logo,
sabe-se que a reducdo da neuroinflamacdo melhora a funcdo motora na EM,
consequentemente, melhora a qualidade de vida de individuos com EM.

Assim, para compreender 0s principais mecanismos bioquimicos envolvidos
na EM e que podem ser modulados pela GNPs e GNPs + ECD, foram realizadas
andlises sobre os pardametros de citocinas pré e anti-inflamatérias no SNC de
camundongos fémeas C57BL/6. Os niveis elevados de IFN-y, IL-17, IL-13 e TGF-
na EAE estdo correlacionados com a exacerbacdo da doenca (Larochelle et al.,
2011; Ge et al., 2013; Souza et al., 2017). A maioria dos mediadores inflamatorios,
tais como IL-1B, IL-17, e IFN-y sao produzidos por leucécitos durante a
transmigracdo, os quais podem afetar a integridade da BHE (Weiss et al., 2009;
Alvarez et al.,, 2011). Estudos demonstram que o tratamento com GNPs reduziu
significativamente os niveis de TGF-B1 (Kim et al., 2015; Al-Trad et al., 2019).
Sumbayev et al. (2013) mostrou que GNPs estabilizadas com citrato regulam
negativamente as respostas celulares induzidas pela IL-1 e neutralizam a funcao
desta citocina. Experiéncias in vivo também realizadas em varios modelos animais
de condicdes inflamatérias confirmaram as propriedades anti-inflamatorias das
GNPs, manifestadas por uma diminuigdo nos niveis de citocinas pro-inflamatorias
(IL-1B, TNF-a) e marcadores de danos oxidativos nos tecidos (de Araujo et al. 2017;
Sumbayev et al. 2013). Um estudo realizado por Park et al., (2019) mostrou que as
GNPs com o extrato de Ephedra sinica Stapf podem diminuir os niveis de citocinas e
mediadores pro-neuroinflamatérios, o que resulta na melhoria de distarbios
neurodegenerativos, através da desregulacdo das vias de sinalizacao IKK-a/3, NF-
KB, JAK/STAT, ERK-1/2, p38 MAPK e JNK na microglia estimulada por LPS, mas
aumentaram a expressdo de eme oxigenase-1 (HO-1) e NAD(P)H:quinona
oxidoredutase (NQO1) e ativagcdo de fator nuclear E2 (Nrf2) e AMPK,
consequentemente, reducao da expresséo de iINOS, COX-2, TNF-q, IL-1(3 e IL-6. Em
outro estudo, sobre o efeito das GNPs, Tsai et al. (2007) demonstraram que a
administracéo intra-articular de GNPs em um modelo murino com artrite reumatoide,
reduziu a angiogénese, a infiltracdo de macroéfagos reduziu as citocinas inflamatdérias
(TNF-a e IL-1), além de melhorar o curso clinico da doenca. Sendo que, a

producao reduzida de citocinas inflamatorias (INF-y e IL-1[3) pelos GNPs resultou da
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supressdo do NF-kB, o principal fator de transcricdo responsavel por producéao de
citocinas sob condicfes patoldgicas (Norton et al. 2008; Khan e Khan, 2018).

Em suma, estudos demonstram que as GNPs podem atuar como anti-
inflamatério, através de mecanismos como: as GNPs fazem ligacéo direta com IL1-3
e inibem sua ligacdo com seu receptor; e inibem a sinalizacdo de NF-kB (fator
nuclear-kB) via blogueio da fosforilacdo da IkB quinase e evita a translocacédo de NF-
kB para o nucleo, consequentemente, evita a transcricdo de citocinas pro-
inflamatdrias (Muller et al., 2017; Silveira et al, 2016, Lai et al., 2016). Com intuito de
investigar a regulacdo da resposta imunitaria das GNPs e GNPs + ECD, foi
analisado a resposta da NF-kB. Os resultados demonstram que houve uma reducéao
significativa dos niveis de NF-kB na medula espinhal dos animais com EAE tratados
com GNP. Conforme Crisan et al. (2018) as GNPs associadas a extratos ricos em
polifendis parecem reprimir a ativacdo de NF-kB em macréfagos, inibindo a
producdo de fatores pro-inflamatérios com papel causal na psoriase. Assim como,
Khan e Khan et al. (2018) confirmam que as GNPs reduzem significativamente o
nivel de mediadores inflamatorios como TNF-a, IL-1-B, COX-2 e fator de transcricao
NF-kB, atenuando notavelmente o desequilibrio entre antioxidante e oxidante
préximo ao normal, além de regular positivamente a expressdo de mRNA de NF-kB,
TNF-a, COX-2 e iNOS. As GNPs inibem a expressdo das moléculas de adeséo
celular (CAM) induzida por TNF-a, afetando duas vias distintas, tais como: regulagéo
transcricional por interferéncia nas vias de sinalizacdo relacionadas a NF-kB, e a
degradacdo da proteina CAM, através do aumento da ubiquitinacdo (Lai et al.,
2016). A migracdo de citocinas inflamatérias para SNC causa aumento da
degradacéo da bainha de mielina e morte neuronal.

Os linfocitos T e suas citocinas ndo apenas podem induzir a danos, mas
também podem exibir funcdes restauradoras na homeostase do SNC (Ellwardt et al.,
2016). Segundo Walsh et al., (2015) as células T auxiliares 2 (TH2) produtoras de IL-
4 exercem efeitos benéficos sobre os neurbnios apos lesdo no SNC. O tratamento
intratecal de IL-4 na EAE reverteu a progressédo da doenca em um estudo realizado
por Vogelaar et al. (2018). Em adicdo, conforme Koutrolos et al. (2014), a deplecéo
aguda de células T reguladoras (Treg) exacerba a gravidade da EAE, acompanhada
por aumento da producgdo de citocinas pré-inflamatdérias e proliferagdo de células T
efetoras. Assim, as células Treg medeiam a recuperacdo da EAE controlando a

producado de citocinas, a proliferacdo e a motilidade das células T efetoras no SNC.
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Em um estudo realizado por Dos Santos Tramontin et al. (2019), a IL-4 foi
aumentada no cortex em animais com doenca de Alzheimer tratados com GNPs. Em
outro estudo, Liu et al. (2013), demonstraram que as GNPs foram eficazes no
tratamento de isquemia/reperfusdo (I/R) no modelo animal de acidente vascular
encefalico (AVE), verificou-se que a administracdo de GNPs melhorou os déficits
neurologicos, aumentaram a producdo de citocinas anti-inflamatérias, bem como
inibiram a ativagdo induzida por I/R em astrécitos e microglias, estes resultados
sugerem gque as GNPs aumentam a neuroprotecdo devido ao seu efeito anti-
inflamatorio e anti-apoptoético. De fato, os resultados deste estudo demonstraram
uma reducéao significativa de IFN-y, TNF-a, IL-13, IL-17 e TGF- nos animais com
EAE tratados com GNPs 0,6mg/ml e GNPs 0,6mg/ml + ECD e um aumento
significativo de IL-4 no animais que receberam tratamento apenas com GNPs
0,6mg/L. Neste contexto, podemos afirmar que um aumento de citocinas anti-
inflamatorias podera auxiliar na reducédo da neuroinflamacéo e, consequentemente,
maior viabilidade neuronal.

O SNC é susceptivel a danos induzidos por ERO, devido a uma maior
exigéncia de oxigénio no cérebro e baixa concentracdo de enzimas antioxidantes
(Miller et al., 2013; Penta et al., 2013). A ERO sao derivados principalmente de
macrofagos/microglia ativados (Lee et al., 2012) e estdo associados a patogénese
da desmielinizacdo inflamatéria, assim como na maioria das doencas
neurodegenerativas (Witherick et al., 2011; Dasgupta et al., 2013). A ativacdo de
monaocitos e macrofagos, assim como microglia, produzem diferentes mediadores
inflamatoérios, incluindo ON e ERO, os quais contribuem para o desenvolvimento e
progressdo da doenca (Fischer et al., 2012; Kovacic e Somanathan, 2012; Lee et al.,
2012, Souza et al., 2017). A oxido nitrico sintase induzida (INOS) € conhecida
também como sendo um dos principais contribuintes para a iniciacdo/exacerbacao
de doencas inflamatdrias/degenerativas do SNC atraveés da producdo excessiva de
ON e, consequente, producdo de espécies reativas de nitrogénio (ERN), as quais
tem sido implicadas nos danos a bainha de mielina e oligodendrécitos no modelo de
EAE (Christensen et al., 2013; Miller et al., 2013; Yang et al., 2013, Souza et al.,
2017).

Os oligodendrécitos e a mielina sdo altamente sensiveis ao ON, o que
provoca a desregulacdo da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, em

associacdo com a producdo de peroxinitrito (Penta et al., 2013). A regulacdo da
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INOS mediada por NF-kB € um fenbmeno importante da resposta inflamatéria (Aktan
et al., 2003). Alguns trabalhos demonstraram o efeito anti-inflamatorio das GNPs,
consistindo na inibicdo de EROs e nitrito, além de citocinas pro-inflamatorias em
macréfagos (Kurniawan et al. 2017; Zhang et al. 2011). As GNPs mostraram reduzir
a producao de ON, IL-6 e TNF-a pelos macrofagos, estes resultados sugeriram que
as GNPs atenuaram a producdo de ON, diminuindo a expresséo da iINOS (Zhu et al.,
2018). Devido a sua grande area de superficie com carga positiva has ha interacao
entre os elétrons desemparelhados dos radicais livres com os prétons presentes da
superficie das GNPs (Barathmanikanth, 2010; Chen, 2013; Silveira, 2014). Como
confirmado por Gul et al. (2018), as GNPs regularam negativamente os niveis de ON
e expressdo de NF-kB e iNOS na artrite reumatéide.

Neste contexto, nossos achados confirmam a redugéo significativa do ON na
medula espinhal dos animais com EAE tratados com GNP + ECD, sendo que o ECD
pode ter tido efeito positivo no carreamento das GNPs de forma direta para o SNC.

A disfuncdo mitocondrial tem sido implicada na fisiopatologia das doencas
neurodegenerativas, como a EM (Keogh e Chinnery, 2015; Ryan et al. 2015;
Patergnani et al., 2017). Através de meétodos bioquimicos, como oxidacdo de
nucleotideos, proteinas e lipideos, estudos demonstram que o dano na bainha de
mielina pode ser induzido por ERO em pacientes com EM (Van Horssen et al., 2011;
Grecchi et al., 2012; Lee et al., 2012). Segundo Tang e colaboradores (2019), um
dos fatores que contribuem no processo de desmielinizacdo na EM é a acetilacédo da
histona e a metilacdo do DNA, no qual os niveis de DNA 5-hidroximetilcitosina
(5hmc) na medula espinhal diminuiu significativamente na EM. Conforme Madsen et
al. (2017) o dano ao DNA mitocondrial (mtDNA) pode causar oligodendropatia
primaria que, por sua vez, desencadeia desmielinizacdo. Corroborando com esses
dados, os resultados aqui descritos, demonstraram que 0s animais submetidos ao
tratamento com GNPs + ECD, diminuiram significativamente os niveis de ON, e
consequentemente, reduziram os danos em DNA.

Sabe-se que na EAE ocorre neuroinflamacdo e destruicdo da bainha de
mielina (McFarland e Martin, 2007; Dasgupta et al., 2013, Souza et al, 2017),
caracterizadas por infiltracdo de células imunes, tais como linfécitos, mondcitos,
neutrofilos e células dendriticas no espaco perivascular (Alvarez et al., 2011). Apés
verificar os beneficios das GNPs e GNPs + ECD sobre o processo inflamatério no

SNC, foi analisado a integridade da mielina. Pode-se observar que 0s animais
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tratados com GNPs (0,6mg/L) + ECD aumentaram significativamente os niveis de
mielina no SNC, corroborando com a analise histologica da medula espinhal, os
resultados mostraram uma reducgdo de infiltrado inflamatério e maior presenca de
neurdnios. Estes resultados confirmam os beneficios da GNPs no SNC, como
descrito no estudo realizado por Aghaie et al. (2019), no qual mostraram que o
namero e a gravidade das células infiltradas e lesbes desmielinizantes diminuiram
significativamente na medula espinhal de animais com EAE tratados com GNPs +
polietilenoglicol (PEG). Assim, este estudo demonstra que as GNPs podem ter
reduzido infiltrado inflamatorio no SNC e, consequentemente, reducdo do dano a
bainha de mielina e melhora da integridade neuronal.

Durante o curso da EAE, os linfocitos TCD4+ autorreativos séo ativados e
migram para o SNC, apoés atravessarem a BHE (Huang et al., 2011), onde a cascata
inflamatoria conduz a neuroinflamacéao, desmielinizacéo e lesdo axonal (Wang et al.,
2012). Experiéncias in vivo também realizadas em varios modelos animais de
condicdes inflamatérias confirmaram as propriedades anti-inflamatorias das GNPs
manifestadas pela diminuicdo nos niveis de citocinas pré-inflamatérias (de Araujo et
al. 2017; Tsai et al. 2012; Dohnert et al. 2012; Sumbayev et al. 2013). Estudos
mostraram que o tratamento com GNPs apresentam propriedades anti-inflamatorias
(Tsai et al., 2007; Barathmanikanth et al., 2010; Silveira et al., 2016; de Carvalho et
al., 2018). Nanoparticulas, incluindo ouro, prata e 6xido de ferro, aumentam a
diferenciacéo neuronal, a sobrevivéncia e o crescimento neuronal. Foi relatado que o
ouro causa a estimulacéo elétrica e 0 aumento da diferenciacao celular das células
PC-12, bem como o aumento da excitabilidade elétrica das células neuronais (Polak
et al.,, 2015). Conforme Aghaie et al. (2019) as GNPs diminuiram a infiltracédo
linfocitica e uma diminuicdo na desmielinizacdo no SNC.

Assim, os resultados deste estudo demonstraram que as GNPs e GNPs +
ECD apresentaram melhora nos sinais clinicos da doenca. Foi verificado uma
reducdo nos niveis de citocinas pro-inflamatérias (IL-1p, IL-17, IFN-y, TNF-a),
infiltrado inflamatoério, reducdo de oOxido nitrico e reducdo de dano em DNA,
adicionalmente uma reducdo de TGF-$3, além de uma aumento da integridade da
bainha de mielina nos animais EAE tratados com GNPs (0,6mg/L) + ECD. Além
disso, o tratamento somente com as GNPs (0,6 mg/L) obteve resultado positivo,
como reducédo de IL-6, IL-17, IFN-y, TNF-a, aumento de IL-4, reducéo de NF-k(3 e

TGF-3, reducdo do dano em DNA, e aumento da integridade da mielina. Neste
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contexto, acredita-se que os animais com EAE tratados com GNPs e GNPs + ECD
apresentaram um aumento da mielina, preservacao de neurdnios, devido a reducéo
de infiltrado inflamatorio, de citocinas pro-inflamatorias e de 6xido nitrico na medula
espinhal, o que pode ser confirmado com a melhora dos sinais clinicos

caracteristicos da EAE.



63

6 CONCLUSAO

Os achados demonstram que o tratamento com GNPs e GNPs + ECD, atenuou
0s sinais neuroldgicos da EAE, provavelmente por inibicdo da neuroinflamacéao
induzidos pela EAE, como mostra a Figura 25. Esses resultados também sugerem
gue o tratamento com GNPs e GNPs (0,6mg/L) + ECD mantiveram a integridade da
bainha de mielina, inibicdo da producédo de Oxido nitrico e dano em DNA no modelo
animal de EM. Sendo que, o ECD quando associado as GNPs obteve resultados
satisfatorios em algumas analises, como reducédo de infiltrado inflamatdrio, reducéo
da IL-17, integridade da bainha de mielina, aumento de IL-4, e pode ser considerado
como um adjuvante na entrega de medicamentos para o SNC. Por fim, os resultados
do presente estudo nos permitem concluir que o tratamento com GNPs e GNPs +
ECD, pode representar uma alternativa farmacolégica no tratamento das doencas
imunomediadas, tal como a EM. Todavia, mais estudos experimentais sobre 0s

beneficios das GNPs e o impacto do ECD na entrega de farmaco sdo necessarios.

GNPS (0,6mg/L) GNPS {(0,6mg/L) + ECD

l Escore clinico L‘ Escore clinico
: ]

TNF-a, IL-1B, IFN-y, . l Infiltrado Inflamatério (histologia)
l IL-17, TGF-f, NFkB IL-18, IFN-y, IL-17,

1. L4 TGF-f, NFkB
t Proteolipideo e Mielina

l Dano em DNA l Dano em DNA

Figura 25. llustracdo esquematica sobre os resultados de GNPS (0,6mg/L) e GNPs (0,6ml/g) +
ECD no tratamento da EAE. Pode-se observar que tanto as GNPs (0,6mg/L) quanto as GNPs
(0,6mg/L) + ECD obtiveram resultados positivos na melhora do escore clinico, reducao de citocinas
pro-inflamatdrias, reducao dos niveis de éxido nitrico e dano em DNA na medula espinhal, além de
melhorar a integridade da bainha de mielina
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: °
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