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RESUMO

Relatamos os efeitos de nanoparticulas de ouro, em um modelo de
inflamacdo aguda induzido por carragenina (CG), comparando o seu
efeito com o antioxidante N-acetilcisteina (NAC) e o efeito sinérgico da
associacdo de NAC e nanoparticulas de ouro (GNP). Ratos Wistar
machos receberam solugdo salina contendo 2% de CG na cavidade
pleural, alguns receberam também NAC por via subcutanea e/ou GNP
10 mg/Kg, 25 mg/Kg e 50 mg/Kg na cavidade pleural, imediatamente
apos a lesdo. Quatro horas mais tarde, os ratos foram mortos e o
exsudato pleural foi obtido para avaliagdo dos niveis de citocinas e
atividade da mieloperoxidase (MPO), e o estresse oxidativo foi avaliado
no pulmdo. As nanoparticulas de ouro exibiram uma nitida acdo anti-
inflamatoria e atividade antioxidante em diferentes doses, e muitas vezes
mais eficaz do que o tratamento com NAC apenas. Os resultados do
presente estudo sugerem que GNP desempenha um papel na inflamagéo
aguda, que pode estar relacionado com a reducdo dos danos oxidativos,
e que pode ser eficaz em aplicacdes terapéuticas.

Palavras chave: Nanoparticulas de ouro. Inflamacgéo. Estress oxidativo.
Pleurite. N-acetilcisteina.






ABSTRACT

We report the effects of the gold nanoparticles (GNPS) in an acute
inflammation model induced by carrageenan (CG) comparing its effect
with the antioxidant N-acetylcysteine (NAC) and the synergistic effect
of NAC and GNP association. Male Wistar rats received saline or saline
containing 2% v-CG into the pleural cavity, with some also receiving
NAC 20mg/Kg subcutaneously and/or GNP 10 mg/kg, 25mg/kg e
50mg/kg, into the pleural cavity immediately after surgery. Four hours
later, the rats were Kkilled and pleural exudate was obtained for
evaluation cytokines levels and myeloperoxidase (MPO) activity, and
oxidative stress were evaluated in the lung. Gold nanoparticles exhibited
pronounced anti-inflammatory actions and antioxidant activity at
different doses, is often more effective than treatment with NAC only.
The present findings suggest that GNP plays a role in acute
inflammation that can be related with the reduction of oxidative damage
and that it could be effective in therapeutic applications.

Keywords: Gold nanoparticles. Inflammation. Oxidative stress.
Pleurisy. N-acetylcysteine.
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1 INTRODUCAO
1.1 FISIOLOGIA DA INFLAMACAO

Inflamacdo € um termo geral para as mudangas que podem
ocorrer nos tecidos vascularizados como resposta a danos teciduais,
infeccOes ou reagbes imunoldgicas (Gilman et al., 2006; Spinosa et al.,
2006). A resposta inflamatoria é essencial para a sobrevivéncia,
tentando proteger o organismo de estimulos nocivos. Em algumas
situagbes e doencas, essa resposta pode se tornar excessiva, sem
gualquer beneficio e com sérios efeitos adversos (Cotran et al., 2000).
As fungdes da inflamacdo incluem a destrui¢do ou inativacdo do agente
ou irritante inicial e entdo a limpeza dos debris celulares na area para
gue a reparo tecidual possa ocorrer (Roth et al., 2009).

Diante de um trauma tissular, as células liberam uma citocina
denominada fator de necrose tumoral (TNF-a) que por sua vez, induz a
liberacdo de outras citocinas, podendo se destacar a interleucina 1-Beta
(IL-1B) e a interleucina 8 (IL-8) (Gilman et al., 2006). A liberagdo dos
mediadores leva ao intumescimento tecidual, devido ao extravasamento
de proteinas plasmaticas, e consequente saida de agua para o tecido e a
penetracdo de células inflamatdrias, tendo como principal objetivo
debelar o agente agressor (Gilman et al., 2006; Spinosa et al., 2006).

1.2 RESPOSTA INFLAMATORIA
1.2.1 MIGRAGAO DE LEUCOCITOS

Em resposta a um dano tissular, uma rede multifatorial de sinais
guimicos inicia e mantém uma resposta do hospedeiro designada a
reparar o tecido afetado. (Proost et al., 1996). Por recrutar células
efetoras especificas, as quimiocinas podem controlar a evolugdo natural
da resposta inflamatdria (Wahl e Kleinman, 1998).

Os neutrofilos sdo as primeiras células recrutadas para o sitio
inflamatdrio e também os principais efetores da leséo tecidual, através
da producdo de proteases e radicais derivados do metabolismo do
oxigénio e nitrogénio (Keel et al., 1997). Os neutrdfilos possuem no seu
citoplasma os granulos azurofilos que contém varias proteinas catidnicas
microbicidas como a mieloperoxidase, catepsina G, elastase, dentre
outros (Filho, 2000). A migracdo dos neutrofilos é seguida pelos
mondcitos, que se diferenciam em macrofagos, desempenhando uma
grande variedade de func@es, tais como: apresentacdo de antigenos,
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regulacdo da inflamacdo (AL-Sarireh e Eremin, 2000). Uma vez
ativados, os macréfagos sdo a principal fonte de mediadores como
citocinas, fatores de crescimento e 6xido nitrico (NO), capazes de alterar
as células endoteliais, epiteliais e mesenquimais no tecido lesado, ou no
microambiente tumoral (Coussens e Werb, 2002).

1.2.2 FAGOCITOSE

A fagocitose envolve o reconhecimento de antigenos por
receptores de superficie nas células fagociticas, iniciando a
polimerizacéo e internalizagdo de particulas externas ou organismos no
fagossomo (Allen e Aderem, 1996). Na superficie do fagocito sdo
expressos varios receptores capazes de reconhecer e decodificar seus
ligantes cognatos presentes na superficie de agentes infecciosos e
células apoptoticas e desencadear o englobamento (Stuart e Ezekowitz,
2005). Em organismos superiores, 0s receptores especificos em mediar a
fagocitose sdo expressos quase exclusivamente em macréfagos,
neutréfilos e mondcitos (Kwiatkowska e Sobota, 1999). A fagocitose é
seguida pela fusdo do fagossomo com lisossomos contendo enzimas
digestivas, formando o fagolisossomo, e a degradacdo da particula para
a apresentacdo do antigeno, ativacdo do citoesqueleto e reciclagem de
nutrientes (Stuart e Ezekowitz, 2005).

Os macréfagos sdo as principais células fagocitarias e podem
internalizar particulas com maior rapidez e eficiéncia que outras células
(Albert et al., 1998). O macréfago realiza a degradacdo intracelular e a
apresentacdo de fragmentos de peptideos na sua superficie celular,
associado ao complexo de histocompatibilidade principal (MHC) classe
I ou Il, atuando como apresentador de antigenos (APC) (Filho, 2000).
Células dendriticas também sdo potentes células fagocitarias e sdo
consideradas as principais APCs (Albert et al., 1998).

A autorregulacdo da fagocitose protege 0 organismo de
inflamac6es incontrolaveis e pode ser realizada por citocinas pro-
inflamatdrias (Ren e Savill, 1995), fatores sollveis como o monofostato
de adenosina ciclico (Rossi et al., 1998), glicocorticoides (Liu et al.,
1999; Giles et al., 2001), proteinas da matriz extracelular como a
fibronectina (Mccutcheon, 1998) e coldgeno (Newman e Tucci, 1990),
ou moléculas de superficie celular como CD44 (Mccutcheon et al.,
1998).

A fagocitose também realiza o remodelamento e a homeostase do
numero de células. Neste caso, a apoptose é um processo essencial pelo
qual o excesso de células ou células danificadas sdo removidas durante o
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desenvolvimento (Stuart e Ezekowitz, 2005). Diferente de patdgenos,
células apoptoticas sdo ativamente anti-inflamatorias, e nesse caso a
producdo de citocinas prd-inflamatérias por macrofagos é limitada (Voll
et al., 1997; Fadok et al., 1998), o que protege o0 organismo da auto-
reatividade induzida por células mortas.

1.3 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo estd associado a processos fisiolégicos,
como o envelhecimento, e doengas cronicas, tais como aterosclerose,
diabetes e cancer. (Pawlak et al., 1998) Pode ser definido como
resultado do desequilibrio entre a produgdo de espécies oxidantes e a
defesa do sistema antioxidante do organismo (Goetz & Luch, 2008;
Stephens et al., 2009).

As espécies reativas de oxigénio (ERO), que podem ser radicais
livres ou ndo (como os perdxidos), estdo em um estado mais reativo que
0 oxigénio molecular (Pawlak et al., 1998). Dentre as espécies
radicalares mais importantes no contexto biol6gico estdo os ions
superdxido, hidroxila e 0 NO. As espécies ndo-radicalares principais sdo
peroxido de hidrogénio, acido hipocloroso e oxigénio singlet
(Monaghan et al., 2009). Um desequilibrio redox pode resultar na morte
celular, ap6s oxidacdo generalizada de macromoléculas (lipideos,
proteinas), também causando efeitos adversos (Stephens et al., 2009). O
termo antioxidante é amplamente definido como qualquer substancia
gue retarda ou evita a oxidacdo de um substrato. Quando este é
suficiente em balancear o ataque das ERO, o organismo reduz o estresse
oxidativo (Powers e Jackson, 2008; Monaghan et al, 2009).

1.3.1 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

O anion superdxido (O,¢) constitui a ERO priméria, pois é
formado em sistemas biol6gicos pela primeira reducdo do oxigénio
molecular (Genestra, 2007). Essa reacdo ocorre geralmente nas
membranas mitocondriais onde 95 a 98% do oxigénio molecular é
reduzido por quatro elétrons. Porém de 2 a 5% podem néo receber todos
os elétrons, produzindo as ERO (Pawlak et al., 1998). Uma vez gerado,
0 anion superdxido pode agir com um radical livre fraco, como elétron
redutor ou elétron oxidante. (Goetz e Luch, 2008; Powers e Jackson,
2008). O anion superoxido é formado principalmente como um
intermediario nas reagBes bioquimicas, durante o processo de
transferéncia de elétrons (Pawlak et al., 1998).
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O peroxido de hidrogénio (H,0,) é um composto reativo que
pode facilmente gerar radicais livres como o radical hidroxil (OH-) em
circunstancias especificas (Goetz e Luch, 2008). O peréxido de
hidrogénio é estavel, permeével as membranas, e tem uma meia-vida
relativamente longa no interior da célula. E citotoxico, mas &
considerado um agente oxidante relativamente fraco (Powers e Jackson,
2008). Por sua vez, os radicais hidroxil (OH-) sdo altamente reativos
com forte poder oxidante e resultam da transferéncia de elétrons entre
peroxido de hidrogénio e metais de transicdo (Goetz e Luch, 2008). S&o
as ERO mais prejudiciais, visto que interagem com biomoléculas
imediatamente ap6s sua geracdo. Pressuple-se que o radical OH-
contribua para varios processos fisiopatoldgicos, como envelhecimento
(Powers e Jackson, 2008).

O oxigénio singlet é outra forma reativa de oxigénio que pode ser
gerado em alguns materiais biol6gicos. Tem meia vida muito curta e é
produzido durante a contragdo esquelética muscular no exercicio
(Powers e Jackson, 2008).

1.3.2 ESPECIES REATIVAS DE NITROGENIO

O NO ¢ sintetizado a partir da arginina pela enzima 6xido nitrico
sintase (NOS), a qual ocorre em trés tipos principais: NOS endotelial
(eNOS), NOS neuronal (nNOS) e NOS induzida (iNOS) (Goetz e Luch,
2008). Em condicoes fisioldgicas, o0 NO é um potente vasodilatador. Em
situacBes de desequilibrio do seu metabolismo, 0 NO (agente redutor
fraco) reage com o0 oxigénio ou com o superdxido, produzindo
peroxinitrito (Powers e Jackson, 2008). Assim, NO pode ter efeitos
benéficos, mas quando produzido em grandes quantidades pela iNOS &
pré-inflamatorio na aterosclerose, contribuindo para o desenvolvimento
da lesdo (Zhang et al., 1992).

O peroxinitrito (ONOO-) ou sua forma protonada (ONOOH) é
formado a partir da reacdo do superoxido com o NO. E um forte
oxidante e pode levar ao esgotamento de grupos tiol, causando danos ao
DNA e nitracdo de proteinas (Goetz e Luch, 2008; Powers e Jackson,
2008). O hipoclorito (HOCI) é predominantemente formado por
neutréfilos e pode, na sua forma &cida (acido hipocloroso), atravessar
membranas celulares e causar fragmentacdo e agregacdo de proteinas
(Powers e Jackson, 2008).
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1.4 DEFESAS ANTIOXIDANTES
1.4.1 ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

Para a eliminacdo das espécies reativas de oxigénio um sistema
de elevada sincronia trabalha de forma altamente cooperativa. (Sies,
1993). Os antioxidantes enzimaticos sdo representados pelas enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPX) e glutationa redutase (GR) (Bonnefoy et al., 2002).

A SOD é uma metaloenzima que é encontrada abundantemente
em células aerdbias. Cabe a SOD a dismutacéo do radical superdxido a
peréxido de hidrogénio, que por sua vez € menos reativo e pode ser
facilmente degradado por outras enzimas (Fridovich, 1998). A GPX é
uma enzima que utiliza varias formas de redutores celulares para
inativar os peroxidos, além de agirem sobre o H,0, também
neutralizam  peroxidos organicos, como alquil-hidroperoxidos
(Bonnefoy et al., 2002). A CAT é uma ferrihemoenzima que tem por
fungdo principal dismutar o peréxido de hidrogénio, formando agua e
oxigénio molecular (Fridovich, 1998).

1.4.2 ANTIOXIDANTES NAO ENZIMATICOS

O sistema de antioxidantes ndo enzimaticos ajudam na
eliminacdo de radicais livres através da doagdo de elétrons ou
hidrogénio. Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo encontrados nos
alimentos como as vitaminas (C e E), minerais (zinco, selénio),
provitaminas (alguns carotenoides), aminoacidos (taurina), flavondides
e polifendis (Biesalsk, 2000).

1.5 MATERIAIS NANOPARTICULADOS

As nanoparticulas sdo particulas coloidais que apresentam o
tamanho de 1 a 100 nanémetros em pelo menos uma de suas dimensdes,
e podem ser utilizadas como agentes de liberacdo de principios ativos
(Ghosh et al., 2008). O tamanho reduzido das particulas do principio
ativo aumenta a velocidade de dissolucdo e a sua solubilidade, levando
assim a um melhor desempenho do farmaco in vivo. (Kharb, 2006)

Os beneficios potenciais dos nanomateriais para a salde humana
sdo aceitos na literatura. Devido a sua inércia quimica, o ouro tem sido
usado internamente em humanos nos Ultimos 50 anos em implantes
dentérios (Daniel e Astruc, 2004; Soto et al., 2006; Zhou et al., 2009). A
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nanoparticula é uma tecnologia relativamente nova no meio da ciéncia, e
tem uma infinidade de aplicacbes em potencial como sistemas
nanométricos para liberacdo de farmacos encapsulados em alvos pré-
determinados (Greb, 2008). Particulas nanométricas apresentam uma
grande darea superficial, além de exibirem propriedades Opticas,
magnéticas, mecanicas ou quimicas que diferem das superficies e
particulas em escala macroscopicas (Quina, 2004).

A sintese e o controle dos materiais em nanoescala podem
antecipar a fabricacdo e o controle da estrutura da matéria num nivel
molecular e representam o inicio de uma nova era revolucionaria (Duran
et al., 2006). Como em qualquer outra area da tecnologia que faz uso
intensivo de novos materiais e substancias quimicas, a nanotecnologia
também trds consigo riscos ao meio ambiente e a salde humana em
geral (Quina, 2004).

1.5.1 NANOPARTICULAS DE OURO

As nanoparticulas de ouro (GNP) emergiram como sendo um
meio excelente para transportar diversas proteinas, portanto, quanto
mais eficaz for a distribuicdo destes agentes melhor serd a sua acédo
terapéutica (Ghosh et al., 2008). Num estudo foi avaliado a entrega de
GNP em artrite reumatdide através da via intra-articular, os resultados
mostraram que GNPs inibiram a proliferacdo e migracao celular, além
dos niveis de TNF-a e infiltragdo de macrofagos (Tsai et al., 2007,
Pedersen et al., 2009).

Estudos recentes sugerem que as GNP podem interagir com 0s
grupos tiGis, que estdo presentes em proteinas das bactérias,
ultrapassando a membrana celular da bactéria (Daniel e Astruc, 2004).
Em consequéncia os ions monovalentes substituem o cation hidrogénio
(H") de grupos tidis, inativando a proteina e assim, diminuindo a
permeabilidade da membrana, que pode causar eventualmente a morte
bacteriana (Swan, 1999). Devido ao nlcleo do ouro permanecer inerte e
ndo téxico, ira facilitar sua sintese, sendo assim eles podem ser
facilmente modificados para dar varias funcionalidades e boa
biocompatibilidade (Sonavane et al., 2008). Para a sintese de
nanoparticulas alguns critérios devem ser observados como: serem
processos simples, continuos e eficientes; ser viavel para producdo em
larga escala; separar de forma eficiente particulas com diferentes
tamanhos (Kharb, 2006).

Grace et al. (2007) associaram GNP com antibidticos
aminoglicosideos gerando um complexo ouro-antibiético mais potente e
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de maior espectro de acdo em relagcdo ao antibiético ndo associado.
Diebold et al. (2010) avaliaram GNP para entrega de farmacos nos
olhos, os resultados sugerem que a medicina ocular vai se beneficiar
dessa nova tecnologia.

1.6 CARRAGENINA

A carragenina (CG) é um polissacarideo de elevado peso
molecular que é utilizado para avaliar a contribuicdo dos mediadores
envolvidos nas alteracGes vasculares associadas com a inflamagdo aguda
como edema de pata e pleurite (Lentsch e Ward, 2001). Injecdo de CG
no espaco pleural leva a pleurite, caracterizado por um dos neutrofilos
imediato a sair da circulacdo para o tecido inflamado e tem uma funcéo
chave na degradagdo e remodelacdo dos tecidos danificados (Nantel et
al., 1999). Este evento local induzido por CG esté relacionado com a
producdo de radicais livres derivados de neutrofilos, tais como peroxido
de hidrogénio, radicais superdxido e hidroxila (Salvemini et al., 1996).
Assim, o recrutamento dos neutrofilos resulta em danos do parénquima
pulmonar e disfuncdes pulmonares subsequentes em levar a morte
celular por dano oxidativo ao DNA, proteinas e peroxidacéo lipidica das
membranas celulares (Ward, 2010).

1.7 N-ACETILCISTEINA

Clinicamente, a N-acetilcisteina (NAC) tem sido usada como um
antidoto para o0 hepatotoxicidade, um agente quelante para
envenenamento por metais pesados (Lee et al, 2013). A NAC é um
precursor da glutationa (GSH) utilizado no tratamento da bronquite
cronica e outras patologias pulmonares. Trata-se de um composto tiélico
e é fonte potencial de equivalentes redutores (Atkuri et al., 2007). Além
disso, a NAC tem sido amplamente investigada pela sua eficacia na
terapia complementar contra o cancer. Por muitos anos vem sendo
utilizado como um medicamento mucolitico no tratamento da bronquite
cronica (Lee et al, 2013).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar o efeito de GNP associado a NAC em modelo animal
de lesdo pulmonar aguda.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar o possivel efeito sinérgico da associacdo de NAC e
GNP em um modelo animal;

e Determinar os niveis de citocinas (TNF-a, IL-1f ¢ IL-10) no
exsudato pulmonar de ratos;

e Avaliar as substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBA-
RS) no tecido pulmonar de ratos;

e Avaliar a atividade da mieloperoxidase no tecido pulmonar de
ratos;

e Auvaliar o conteldo de grupamentos carbonila no tecido
pulmonar de ratos;

e Auvaliar o contetdo dos grupos sulfidrilas no tecido pulmonar;

e Auvaliar no tecido pulmonar de ratos a atividade das enzimas
CAT, SOD e GPX.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 PREPARACAO DE NANOPARTICULAS DE OURO

A vidraria foi previamente limpa com agua régia (HCI:HNO;
3:1). As GNP foram entdo preparadas pela redugdo quimica de éacido
aurocloridrico com citrato de sédio, empregando o método usado por
Turkevich (1951).

Resumidamente, 5 mL de citrato de sodio 39 mM foi dissolvido
em 25 mL de &gua ultra pura e reservado. Acido aurocloridrico 0,2 mM
foi diluido em 50 mL do mesmo solvente e, apos, foi aquecido e
mantido a 90 °C quando uma aliquota da solucédo de citrato descrita foi
adicionada. O processo permaneceu em refluxo por 20 minutos em uma
temperatura de 20°C +2°C, apds o0 processo as nanoparticulas foram
centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos e apés o sobrenadante foi
removido e o po resultante foi resuspendido com a adicdo de solugdo
salina e apds armazenada a 7°C.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados 72 ratos Wistar machos (pesando 250-350Q)
obtidos a partir do biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense
e foram utilizados para a inducdo da pleurite. Eles foram engaiolados em
grupos de oito, com livre acesso a comida e agua, e foram mantidos num
ciclo de 12 h de luz-escuriddo, a uma temperatura de 22°C + 1°C. Todos
0s procedimentos experimentais envolvendo o0s animais foram
realizados de acordo com o National Institutes of Care (Bethesda, MD,
EUA), Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratdrio, com a
aprovacdo da comissdo de ética no uso de animais da Universidade do
Sul de Santa Catarina, com o protocolo n° 12.015.4.03.1V.

3.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em nove grupos (n=8 animais por
grupo):
e Grupo 1 (salina + salina);
Grupo 2 (CG 2% + salina);
Grupo 3 (CG 2% + NAC);
Grupo 4 (CG 2% + GNP 10 mg/Kg);
Grupo 5 (CG 2% + GNP 25 mg/kg);
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Grupo 6 (CG 2% + GNP 50 mg/kg);

Grupo 7 (CG 2% + GNP 10 mg/kg + NAC);
Grupo 8 (CG 2% + GNP 25 mg/kg + NAC);
Grupo 9 (CG 2% + GNP 50 mg/kg + NAC).

3.4 INDUCAO DE PLEURITE

A pleurite foi induzida por CG como descrito anteriormente
(Vinegar et al., 1943). Os ratos foram anestesiados com cloridrato de
cetamina e submetidos a uma incisdo na pele ao nivel do sexto espago
intercostal esquerdo, o musculo subjacente foi dissecado e solugdo
salina contendo 2% de CG (0,2 ml) foi injetada na cavidade pleural de
ratos nos grupos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9. O primeiro grupo de animais
recebeu somente salina. Os grupos 3, 7, 8 e 9 receberam NAC 20 mg/Kg
por via subcutanea. Os grupos 4 e 7 receberam 10 mg/kg de GNP na
cavidade pleural. Os grupos 5 e 8 receberam 25 mg/kg de GNP na
cavidade pleural. Os grupos 6 e 9 receberam 50 mg/kg de GNP na
cavidade pleural. A incisdo da pele foi fechada com uma sutura e quatro
horas ap0ds a inducdo da pleurite os animais foram mortos (Pereira et al.,
2006) e, aproximadamente, 1 mL de exsudato pleural de cada animal
foram obtidos para determinacdo dos niveis de citocinas e o pulmao foi
separado para avaliar a atividade de MPO e parametros de dano
oxidativo.

3.5 PARAMETROS INFLAMATORIOS
3.5.1 DETERMINACAO DOS NiVEIS DE CITOCINA

As concentragfes de TNF-o, IL-1p e IL-10 foram determinadas
em exsudato pleural por um teste imunoenzimético (ELISA) utilizando
kits comerciais (R&D Systems, Minneapolis, MN).

3.5.2 ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE NO TECIDO
PULMONAR

Os tecidos foram homogeneizados (50mg/mL) em brometo de
hexadeciltrimetilamoénio a 0,5% e centrifugou-se a 15000 x g durante 40
minutos. A suspensdo foi entdo sonicada trés vezes durante 30
segundos. Uma aliquota do sobrenadante foi misturada com uma
solucdo de 1,6 mM de tetrametilbenzidina e 1 mM de H,0,. A atividade
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foi medida espectrofotometricamente, como a variacdo de absorvancia a
650 nm a 37°C (Young et al., 1989).

3.6 PARAMETROS OXIDATIVOS

3.6.1 SUBSTANCIAS REATIVAS AO ACIDO
TIOBARBITURICO (TBA-RS) NO TECIDO PULMONAR

O indice de peroxidagdo lipidica foi verificado através da
formacdo de substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBA-RS)
durante uma reacao de aquecimento do TBA como descrito por Draper e
Hadley (1990). Resumidamente, as amostras foram misturadas com
1mL de &cido tricloroacético 10% e 1mL de acido tiobarbitirico 0,67%.
Posteriormente, foram aquecidos em banho-maria por 30 min. O Nivel
de TBA-RS foi determinado pela absorbancia a 532nm usando 1,1,3,3
tetrametoxipropano como um padrdo externo. Resultados foram
expressos como TBA-RS (nmol/mg proteina).

3.6.2 DETERMINAGCAO DO GRUPAMENTO CARBONILA NO
TECIDO PULMONAR DE RATOS

O dano oxidativo das proteinas foi avaliado por meio da
determinacdo do teor de grupos carbonila, com base na reagdo com
dinitrofenilhidrazina (DNPH) (Levine et al., 1990). Resumidamente, as
proteinas foram precipitadas pela adi¢do de 20% de &cido tricloroacético
e redissolvido em DNPH, e a absorbancia foi lida monitorada a 370 nm.

3.6.3 DETERMINACAO DOS GRUPOS SULFIDRILAS NO
TECIDO PULMONAR DE RATOS

O teor total de grupos tiois foi determinado utilizando o método
5,5-ditiobis (2-nitrobenzéico) (DTNB). As condicGes de medicdo do
DTNB foi como descrito em (Riddles et al., 1983), com algumas
modificagBes. Resumidamente, 30 pL de uma amostra foi misturada
com 1 ml de PBS/1 mM EDTA (pH 7,5). A reagdo foi iniciada pela
adicdo de 30 pL de uma solucdo 10 mM de DTNB em PBS. As
amostras de controle, isto &, que ndo contendo DTNB ou proteina, foram
medidas simultaneamente. Apds 30 min de incubagdo a temperatura
ambiente, a quantidade de TNB formada [equivalente ao valor de
sulfidrilo (SH)] foram calculadas com base na absorbancia a Ay = 412
nm.
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3.7 DETERMINAGAO DAS ATIVIDADES DAS ENZIMAS
ANTIOXIDANTES NO TECIDO PULMONAR DE RATOS

A atividade da CAT no tecido pulmonar foi medida pela taxa de
diminuicdo da absorbéncia de peroxido de hidrogénio a 240 nm (Aebi,
1984).

Atividade SOD foi determinada por medicao da inibi¢do da auto-
oxidacdo da adrenalina, como descrito anteriormente (Bannister e
Calabrese, 1987).

A atividade da GPX foi determinada pelo método de Wendel
(1981) que utiliza o peroxido de terbutila como substrato da reacéo,
ocorrendo a oxidagdo da GSH pela GPX gerando GSSG, que €
convertido em GSH pela glutationa redutase, consumindo nessa reacao
uma molécula de NADPH, a qual pode ser acompanhada em
espectrofotdmetro a 340nm. O meio de reagdo foi composto por tampéo
K;HPO, 50 mM pH 7,0, EDTA 1mM, glutationa redutase 0,1U/mL,
GSH 1mM e NADPH 0,2mM. A reacdo foi iniciada com a adi¢do de
peroxido de terbutila 0,5mM e acompanhada durante 5 minutos. (€
NADPH=6,22 x 10° mM™ cm™).Todos os parametros bioquimicos para
determinacdo do conteldo de proteinas foram normalizados utilizando
como padrdo albumina bovina (Lowry et al., 1951).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados séo expressos como média + EPM e p<0,05 foi
considerado significativo. As diferengas entre os grupos foram
determinadas por meio da analise de variancia, seguida pelo teste de
Tukey. Todas as analises estatisticas foram realizadas com o SPSS 20,0
for Windows (SPSS, Chicago, IL, EUA).
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4 RESULTADOS
4.1 PARAMETROS INFLAMATORIOS

Através da analise dos pardmetros de mediadores inflamatérios as
ilustracbes 1 e 2 mostram que houve um aumento de citocinas pro-
inflamatdrias, IL-1B ¢ TNF-o quando administrado CG (grupo 2) em
relacdo ao grupo que recebeu apenas a solucdo salina (grupo 1). Para os
niveis de IL-1p (ilustracdo 1), observou-se a reducdo em todos os
tratamentos. Entretanto para os niveis de TNF-a (ilustracdo 2), podemos
observar que nos grupos 4, 5 e 6 que receberam somente GNP em doses
diferentes houve uma diminuicéo expressiva desses niveis, enquanto que
0s grupos 7 e 9 que receberam GNP + NAC os indices parecem
acompanhar o grupo 3 que recebeu somente NAC.

IIustragéo 1 — Niveis de citocina pré-inflamatoria IL-1§

8

Niveis de citocina IL-1B

[N]

-

sal +sal CG+sal CG+NAC CG+GNP CG+GNP CG+GNP CG+GNP CG+GNP CG+GNP
10+NAC 25+NAC 50+NAC

Fonte: do autor

Interleucina 1 B — Niveis no exsudato pleural de ratos submetidos a
administracéo de carragenina e tratados com NAC 20 mg/Kg e/ou GNP 10, 25 e
50 mg/Kg. Os resultados sdo expressos com média + desvio padrdo, n=8
animais por grupo; * p<0,05 comparado com o grupo sal +sal; # p<0,05
comparado com o grupo CG + sal.
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llustracdo 2 - Niveis de citocina pré-inflamatéria TNF-a
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sal +sal CG+sal CG+NAC CG+ GNP CG+ GNP CG+ GNP CG+GNP CG+GNP CG+GNP
10+NAC 25+NAC 50+NAC

Niveis de citocina TNF-a

Fonte: do autor

TNF-a — Niveis no exsudato pleural de ratos submetidos a administracdo de
carragenina e tratados com NAC 20 mg/Kg e/ou GNP 10, 25 e 50 mg/Kg. Os
resultados sdo expressos com média + desvio padrdo, n=8 animais por grupo; *
p<0,05 comparado com o grupo sal + sal; # p<0,05 comparado com o grupo CG
+ sal; $ p<0,05 comparado com o grupo CG + NAC; % p<0,05 comparado com
grupo CG + GNP 25 mg/Kg; & p<0,05 comparado com o grupo CG + GNP 50
mg/Kg.

Quando avaliados os niveis da citocina IL-10 (ilustragdo 3), que
tem um perfil caracteristico anti-inflamatério, verificou-se que o grupo
que recebeu apenas a CG (grupo 2) o nivel diminuiu em relacdo ao
tratamento com solugdo salina (grupo 1) e a seguir, apenas GNP
10mg/kg (grupo 4) e NAC + GNP 50 mg/kg (grupo 9) parecem reverter
estes niveis.
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llustracdo 3 - Niveis da citocina IL-10
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sal + sal CG+sal CG+NAC CGoGNP CG?GNP CG*GNP CG+GNP CG+GNP CG+GNP
10+ NAC 25+NAC 50+NAC

Niveis de citocina IL-10

Fonte: do autor

Interleucina 10 — Niveis no exsudato pleural de ratos submetidos a
administracdo de carragenina e tratados com NAC 20 mg/Kg e/ou GNP 10, 25 e
50 mg/Kg. Os resultados sdo expressos com média + desvio padrdo, n=8
animais por grupo; * p<0,05 comparado com o grupo sal + sal; # p<0,05
comparado com o grupo CG + sal; $ p<0,05 comparado com o grupo CG +
NAC; % p<0,05 comparado com grupo CG + GNP 25 mg/Kg; & p<0,05
comparado com o grupo CG + GNP 50 mg/Kg; @ p<0,05 comparado com o
grupo CG + GNP 10 mg/Kg.

Apo6s a avaliagdo dos mediadores inflamatérios, foi avaliada a
atividade da enzima MPO, um indicativo de infiltracdo de neutréfilos no
tecido pulmonar, e em paralelo a resposta de citocinas pré-inflamatorias,
verificou-se que ocorre um aumento de MPO no grupo que recebeu
apenas CG (grupo 2) com uma diminuicdo significativa em todos os
tratamentos, embora a associacdo de NAC e GNP 25 mg/kg (grupo 8)
foi mais eficaz do que a administracdo da NAC sozinha (grupo 3) ou a
administracdo de GNP apenas (grupos 4, 5 e 6) (ilustracdo 4).
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llustracéo 4 - Atividade da Mieloperoxidase
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sal+sal CG+sal CG+NAC CG+GNP CG+GNP CG+GNP CG+GNP CG+GNP CG+GNP
10 25 50 10+NAC 25+NAC 50+NAC

Atividade da Mieloperoxidase

Fonte: do autor

Atividade da Mieloperoxidase no tecido pulmonar de ratos submetidos &
administracdo de carragenina e tratados com NAC 20 mg/Kg e/ou GNP 10, 25 e
50 mg/Kg. Os resultados sdo expressos com média + desvio padrdo, n=8
animais por grupo; * p<0,05 comparado com o grupo sal + sal; # p<0,05
comparado com o grupo CG + sal; % p<0,05 comparado com grupo CG + GNP
25 mg/Kg.

4.2 PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

Para os niveis de danos oxidativo, a administracdo de CG
aumentou os niveis de TBA-RS e grupamentos carbonila (ilustragdes 5 e
6, respectivamente). Todos os tratamentos séo eficazes na redugdo de
TBA-RS, enquanto para os grupamentos carbonila observou-se que os
grupos 4, 5 e 6 sdo eficazes na diminuicdo destes niveis, porém o
mesmo ndo acontece nos grupos 3, 8, 9 e 10.
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llustracdo 5 - Substancias reativas ao acido tiobarbiturico
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sal +sal CG+sal CG+NAC CG+ GNP CG + GNP CG + GNP CG+GNP CG+GNP CG+GNP
10+NAC 25+NAC 50+NAC

TBA-RS
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Fonte: do autor

Substéncias reativas ao &cido tiobarbitlrico — Niveis no tecido pulmonar de
ratos submetidos a administracdo de carragenina e tratados com NAC 20 mg/Kg
e/ou GNP 10, 25 e 50 mg/Kg. Os resultados sdo expressos com média + desvio
padrdo, n=8 animais por grupo; * p<0,05 comparado com o grupo sal +sal; #
p<0,05 comparado com o grupo CG + sal.

llustracdo 6 - Contetdo de grupamentos carbonila
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sal +sal CG +sal CG +NAC CG+GNP CG +GNF‘ CG+GNP CG+GNP CG+GNP CG+GNP
10+NAC 25+NAC  50+NAC

Grupamentos carbonila

Fonte: do autor

Conteldo de grupamentos carbonila — Niveis no tecido pulmonar
homogeneizado de ratos submetidos a administragdo de carragenina e tratados
com NAC 20 mg/Kg e/ou GNP 10, 25 e 50 mg/Kg. Os resultados sdo expressos
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com média + desvio padrdo, n=8 animais por grupo; * p<0,05 comparado com o
grupo sal + sal; # p<0,05 comparado com o grupo CG + sal; $ p<0,05
comparado com o grupo CG + NAC; % p<0,05 comparado com grupo CG +
GNP 25 mg/Kg; & p<0,05 comparado com o grupo CG + GNP 50 mg/Kg.

Dano as proteinas em grupamento SH (ilustracdo 7), o grupo CG
+ salina foi observado com um decréscimo na integridade da proteina
que foi revertido pela administracdo de 50 mg/kg GNP (grupo 6) e todas
as outras doses de GNP associadas com NAC.

llustracéo 7 - Grupos sulfidrilas
25

20 -

7
t/”
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#
$
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sal+sal CG+sal CG+NAC CG+GNP CG+GNP CG+GNP CG+GNP CG+GNP CG+GNP
10 25 50 10+NAC  25+NAC  50+NAC

Grupos sulfidrilas
—-
o

Fonte: do autor

Grupos sulfidrilas — Niveis no tecido pulmonar homogeneizado de ratos
submetidos a administracdo de carragenina e tratados com NAC 20 mg/Kg e/ou
GNP 10, 25 e 50 mg/Kg. Os resultados sdo expressos com média = desvio
padrdo, n=8 animais por grupo; * p<0,05 comparado com o grupo sal + sal; #
p<0,05 comparado com o grupo CG + sal; $ p<0,05 comparado com 0 grupo
CG + NAC; % p<0,05 comparadoo com grupo CG + GNP 25 mg/Kg; & p<0,05
comparado com o grupo CG + GNP 50 mg/Kg.
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As ilustracBes 8, 9 e 10 mostram a atividade das enzimas
antioxidantes SOD, CAT e GPX respectivamente. Neste sentido, a
atividade da SOD aumenta no grupo CG em relagdo ao grupo salina,
sendo reduzido em todos os tratamentos (ilustragédo 8), este resultado é
repetido para os niveis de CAT (ilustragdo 9). Enquanto que, ao avaliar
0s niveis de GPX, adicionalmente observamos um aumento no grupo
CG (grupo 2) em relagdo a solucéo salina (grupo 1), no entanto, o grupo
NAC e NAC em associacdo com GNP, em doses de 25 e 50 mg/kg
potencializam este aumento enquanto GNP 50 mg/kg e NAC + GNP 10
mg/kg reduziram tais niveis (ilustracdo 10).

llustracéo 8 - Atividade da enzima antioxidante Superdxido
Dismutase

10
9

8

0 I | I I I I I I |

sal +sal CG+sal CG+NAC CG+GNP CG+GNP CG+GNP CG+GNP CG+GNP CG+GNP
10+NAC 25+NAC 50+NAC

Atividade SOD
N w & w (9] ~N

™

Fonte: do autor

Atividade da enzima antioxidante Superdxido Dismutase - Niveis no tecido
pulmonar homogeneizado de ratos submetidos a administragdo de carragenina e
tratados com NAC 20 mg/Kg e/ou GNP 10, 25 e 50 mg/Kg. Os resultados sdo
expressos com meédia + desvio padrdo, n=8 animais por grupo; * p<0,05
comparado com o grupo sal +sal; # p<0,05 comparado com o grupo CG + sal.
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llustracéo 9 - Atividade da enzima antioxidante Catalase
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sal +sal CG+sal CG+NAC CG+GNP CG+GNP CG+GNP CG+GNP CG+GNP CG+GNP

10 25 50 10+NAC 25+NAC  50+NAC

Atividade CAT

Fonte: do autor

Atividade da enzima antioxidante Catalase — Niveis no tecido pulmonar
homogeneizado de ratos submetidos a administragdo de carragenina e tratados
com NAC 20 mg/Kg e/ou GNP 10, 25 e 50 mg/Kg. Os resultados sdo expressos
com média * desvio padrdo, n=8 animais por grupo; * p<0,05 comparado com o
grupo sal +sal; # p<0,05 comparado com o grupo CG + sal.
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llustracéo 10 - Atividade da enzima antioxidante Glutationa
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Atividade GPX

Fonte: do autor

Atividade da enzima antioxidante Glutationa Peroxidase — Niveis no tecido
pulmonar homogeneizado de ratos submetidos & administragdo de carragenina e
tratados com NAC 20 mg/Kg e/ou GNP 10, 25 e 50 mg/Kg. Os resultados sdo
expressos com meédia + desvio padrdo, n=8 animais por grupo; * p<0,05
comparado com o grupo sal + sal; # p<0,05 comparado com o grupo CG + sal; $
p<0,05 comparado com o grupo CG + NAC; % p<0,05 comparado com grupo
CG + GNP 25 mg/Kg; & p<0,05 comparado com o grupo CG + GNP 50 mg/Kg
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, foram relatados os efeitos de GNP em um modelo
animal bem estabelecido para a inflamacéo aguda induzida por CG e a
sua associagdo com NAC, um composto antioxidante bem conhecido
(Cuzzocrea et al., 2001). A NAC possui um grupo tiol, e é precursora de
L-cisteina e glutationa reduzida. Em sistemas biol6gicos, 0 aminoacido
cisteina combina a atividade catalitica com uma extensa quimica redox e
propriedades Unicas de ligacdo com metais (Giles et al., 2003). A NAC ¢
uma fonte de grupos sulfidrila nas células, que por sua vez combatem 0s
radicais livres através de sua interagdo com o radical hidroxila (Aruoma
et al.,, 1989). A proteina de cisteina é, portanto, capaz de agir como
“interruptor redox”, fornecendo um “depdsito” de ions metalicos,
controlando assim a atividade de metaloproteinas, participando em
importantes vias de regulacdo e de sinalizagdo (Giles et al., 2003).

Devido a sua atividade redox e propriedades de ligacdo metélica a
cisteina € um elemento essencial para muitas proteinas e um
componente chave da funcdo catalitica de enzimas (Giles et al., 2003).
Estudos observaram que na lesdo ocorre ativacdo dos neutrofilos devido
a fagocitose, amplificando este processo inflamatorio, podendo conduzir
a liberacdo de EROs. Neutrofilos contem enzimas hidroliticas e
moléculas toxicas em seus granulos que podem gerar varios oxidantes
(Toumi e Best, 2003).

Assim as EROs que podem ser geradas nos processos
inflamatdrios, sendo produzidas na cadeia respiratoria mitocondrial, séo
combatidas pelas defesas antioxidantes, enzimaticas e ndo enzimaticas,
gue atuam contra a toxicidade dessas espécies, sendo responsaveis pelo
controle entre a eliminacdo e produgdo de EROs. Porém na leséo ocorre
0 aumento exacerbado destas espécies, ultrapassando a capacidade
antioxidante normal do organismo e pode até mesmo gerar um déficit
das defesas antioxidantes, favorecendo o aumento do estresse oxidativo
(Bondy e Lebel, 1993), sendo assim nanoparticulas de ouro vem sendo
usadas no auxilio ao combate do estresse oxidativo e os seus efeitos
adversos (BarathManiKanth et al., 2010), enquanto que a diversidade de
multiplos papéis da cisteina in vivo é tdo fascinante como ela pode ser
promissora para pesquisas futuras nas areas bioquimicas e
farmacoldgicas relacionadas ao estresse oxidativo (Giles et al., 2003).

Metais e seus respectivos fons desempenham importante papel na
modulacdo redox da cisteina. A ilustracdo 11 corresponde a uma
representacdo esquematica da interacdo entre moléculas de NAC e uma
GNP via grupos —-SH. O nosso modelo é baseado no diagrama
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esquematico proposto por Giles et al. (2003) para interacdo entre grupo
—SH e Zn.

llustracdo 11 - Representa¢do esquematica da interacdo GNP e
NAC
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Fonte: Giles et al. (2003)
Representacdo esquematica de uma nanoparticula de ouro circundada por
moléculas de NAC. Observa-se 0s grupos —SH direcionados para a GNP.

No presente trabalho, apenas a administracdo aguda de GNP foi
suficiente para exibir pronunciadas ac¢des anti-inflamatorias,
caracterizado pela inibigdo de IL-1p ¢ TNF-0, aumento dos niveis de IL-
10 no exsudato pleural e diminuir o influxo de leucdcitos para o pulméo
em um modelo agudo de inflamacdo causado pela administracéo
intrapleural de CG.
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O GNP provocou importante acdo contra danos oxidativo em
lipideos, carbonilacdo de proteinas e dependéncia dos grupos -SH livres
associados com o perfil de diminuicdo de enzimas antioxidantes.
Tomados em conjunto, estes resultados sugerem que a administracdo de
GNP pode efetivamente interferir com o processo inflamatdrio na
pleurite induzida pela CG.

Estudos demonstram que as EROs, quando exacerbadas, podem
gerar danos celular, prejudicando o processo de cicatrizacdo de feridas
(Halliwell e Gutteridge, 1985; Gorkturk et al., 1995). Sendo assim em
uma lesdo, a combinacdo do aumento exacerbado das EROs e uma
diminuicdo dos antioxidantes geram atraso no processo de cicatrizagao,
portanto a lesdo deve ser restaurada o mais rapidamente (Cheng et al.,
1982). Uma resposta inflamatdria aguda abreviada e menos intensa, gera
uma melhor regeneracdo tecidual, e diminui os eventos de estresse
oxidativo que se encontram aumentados na lesdo, favorecendo e
restaurando os niveis das defesas antioxidantes (Toumi e Best, 2003).

A inflamacdo é normalmente caracterizada pela ativacdo de
macréfagos residentes e células epiteliais e o recrutamento e ativacéo de
células, tais como neutréfilos, eosinéfilos, mondcitos e linfdcitos
(Lunardelli et al, 2006). Assim, as respostas celulares imunes parecem
ser 0s mecanismos predominantes envolvidos na patogénese da
inflamac&o. A Pleurite induzida por CG é um modelo bem estabelecido
de inflamacdo experimental caracterizado por um acumulo de liquidos
(edema) com uma grande quantidade de células polimorfonucleares
(PMNSs) (Saleh et al., 1999).

A penetracdo de nanoparticulas em membranas celulares é
facilitada por sua escala nanométrica, podendo ser utilizada em
diferentes aplicacbes biomédicas (Ghosh et al., 2008). Estudos vém
demonstrando que a estabilidade das GNPs esta relacionada com seu
potencial zeta, interagindo com diversas proteinas e aminoacidos através
da sua afinidade por grupos tidis e aminos, presentes nestes
componentes quimicos (Zhou et al., 2009). Assim, pesquisadores tém
utilizado ferramentas farmacoldgicas para demonstrar as propriedades
anti-inflamatérias do GNP (Dohnert et al., 2012; Victor et al., 2012).

Durante a inflamagdo aguda sérica leucdcitos migram para as
areas de lesdo tecidual (Paul et al., 2009). Como esperado, a injecéao
intra pleural de GC induz uma reacédo inflamatdria aguda, caracterizada
por infiltracdo de células polimorfonucleares marcado no tecido
pulmonar. O tratamento de ratos com GNP atenuou a atividade da MPO
induzida por administracdo de CG. E importante notar que o padréo de
resultados foi semelhante ao do apresentado pela NAC sozinho e
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associacdo de GNP + NAC. Porém os grupos 8 e 9 apresentaram
diferencas significativas, pois, no grupo 8 o tratamento foi eficaz e no
grupo 9 que recebeu 25 mg/Kg a mais de GNP o tratamento ndo foi
eficaz, isso se deve provavelmente ao fato de que o GNP em doses mais
elevadas tenha maior instabilidade na interacdo entre os GNPs e entre 0s
GNPs e o farmaco, neste caso a NAC, sendo portanto diferente da
interacdo que ocorre em doses menos concentradas. O potencial zeta é o
gue manttm o GNP estavel, as particulas que trabalhamos neste
experimentam apresentam o potencial zeta de -35 mV o que confere ao
GNP bastante estabilidade, porém, estudos em curso no Laboratério de
Sintese de Complexos Multifuncionais (LASICOM) estdo sendo
observados que a adicdo de NAC na solucdo de GNP faz com que o
potencial zeta das mesmas passem de negativo para positivo, estudos
posteriores comprovaram esta hipotese. A diminuicdo da atividade da
MPO pode confirmar também o efeito inibitério sobre os neutrofilos,
uma vez que esta enzima pro-inflamatéria pode refletir a ativacdo de
neutréfilos no local da lesdo no modelo de pleurite induzida por CG em
ratos (Froede et al., 2001). As GNPs sdo conhecidas por terem
possibilidades terapéuticas promissoras, devido as suas propriedades
importantes, como biocompatibilidade, reatividade de superficie elevada
e resisténcia a oxidacao (BarathManiKanth et al., 2010).

A ativacdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-a, IL-
1B sdo os principais mediadores do processo inflamatorio € consequente
dano inflamatério (Zhao et al., 2007). Os estudos mostraram também
gue o influxo de células para a cavidade pleural ocorre ap6s a libertacéo
de citocinas quimiotaticas por células mesoteliais, em resposta a outras
citocinas, (Cuzzocrea et al., 2001; Oliveira et al., 2008). Existem
evidéncias de que as citocinas pré-inflamatérias TNF-a, IL-1p, ajudam a
propagar a extensdo de um processo inflamatdrio local ou sistémico
(Romano et al.,, 1997; Alonzi et al.,, 1998). Estas citocinas pro-
inflamatdrias estdo relacionadas com a estimulagdo da quimiotaxia
celular e induzir a expressdo de moléculas de adesdo (Borish e Steinke,
2003).

Os resultados demonstraram que o processo inflamatério causado
pela administracdo de CG na cavidade pleural conduziu a um aumento
substancial dos niveis de TNF-a e IL-1p, no fluido pleural, e estes niveis
eram significativamente mais baixos nos exsudatos obtidos em animais
tratados com GNP. Estudos recentes demonstraram que nanoparticulas
metalicas sdo antioxidantes. Nanoparticulas metalicas contendo ouro e
platina auxiliam na eliminacdo de EROs (Victor et al., 2012). De fato, 0
GNP inibiu a migracédo de PMNSs nos tecidos do pulmado, provavelmente
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por diminuicéo da liberagdo de TNF-a e IL-1B ¢ o aumento da citocina
anti-inflamatoria IL-10 em GNP 10 mg/kg e associa¢do de NAC + GNP
50 mg/kg. Neste contexto, os dados farmacoldgicos demonstraram que
GNP inibiu significativamente estas citocinas em outros modelos
animais de doencas inflamatdrias (Dohnert et al., 2012; Victor et al.,
2012).

No entanto, o presente estudo mostrou que a acdo anti-
inflamat6ria do GNP no modelo animal de pleurite pode ser explicado
pela reducdo dos niveis de TNF-a e IL-1p e aumento dos niveis de IL-
10 no sitio da inflamacdo. Compostos de ouro tém recebido grande
atencdo como agentes anti-inflamatorios devido a sua capacidade para
inibir a expressdo de NF-kB e subsequentes reagdes inflamatorias
(Victor et al., 2012). Além disso, o efeito do GNP em diminuir os niveis
de citocinas pro-inflamatdrias foi semelhante ou superior a de NAC e a
IL-10 foi potencializada com administragdo da NAC.

Por conseguinte, em uma tentativa de correlacionar os efeitos
anti-inflamatorios observados em citocinas para 0 mecanismo de acdo
bioquimica conhecido do GNP (Menchon et al., 2012), danos oxidativo
nos lipidios e os niveis de proteinas foram determinados no tecido
pulmonar. Ficou evidenciado que o tratamento com GNP foi eficaz na
diminuicdo da peroxidacdo lipidica e carbonilagdo de proteinas
induzidas por CG com efeito mais evidente que a NAC sozinha ou em
associacdo, indicando que as propriedades antioxidantes e anti-
inflamatdrios do GNP foram correlacionados. No entanto, observamos
um efeito mais evidente da maior integridade de grupos SH com a
administracdo da associacdo de NAC + GNP 50 mg/kg. Zafarullah et al.,
(2003) demonstraram que a NAC pode também fornecer grupos SH e
sequestrar EROs o que pode explicar o resultado que nds obtivemos.

Finalmente, nos investigamos o efeito do GNP e a associacdo de
GNP e NAC em defesas enzimaticas antioxidantes no pulméo de ratos,
determinando SOD, CAT e GPX. A GSH participa de varios processos
metabdlicos no organismo. O indice de GSH no organismo é um forte
indicador do respectivo estado fisioldgico celular (Tapiero e Tew,
2003), onde a sua reducdo pode ocasionar danos a niveis celulares
irreversiveis (Forman et al., 2009). De acordo com o nivel de GSH
intracelular pode-se predizer a longevidade dessa célula (Park e You,
2010). Portanto a GSH tem importante acdo na protecdo contra o
estresse oxidativo e desintoxicagdo de xenobidticos, e a sua
biodisponibilidade € um fator chave para a manutencéao da satde celular.
Assim uma quantidade diminuida de GSH acarretard em uma menor
probabilidade de sobrevivéncia dessa célula (Forman et al., 2009).
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A GSH é uma molécula que esta presente em diversos processos,
como antioxidante e desintoxicante, no transporte de aminoacidos,
sintese de proteinas e acidos nucleicos, manutencdo da forma ativa de
certas enzimas, prote¢do do organismo contra a exposicdo a radiactes
solares (Dringen, 1999; Forman et al.,, 2009; Park e You, 2010).
Relativamente a GSH, tem um papel fundamental na resisténcia celular
ao dano oxidativo. E um dos principais antioxidantes do organismo e
tem um papel importante na metabolizacdo/excrecdo de xenobidticos
(Franklin, 2010).

No estudo observou-se que a CG aumentou a atividade das
enzimas SOD e CAT e em todos os tratamentos testados estes niveis
foram reduzidos. Embora a enzima antioxidante GPX, sabendo que sua
atividade depende da GSH, o mais abundante tiol de baixo peso
molecular em células de animais e para a sintese de GSH do tecido, a
disponibilidade de cisteina é geralmente o fator limitante. Um dos
precursores efetivos da cisteina é um derivado sintético, NAC (Atkuri et
al., 2007) o que parece explicar os elevados niveis encontrados quando
injetado este composto e além disso GNP 50 mg/kg é eficaz na redugdo
dos niveis de GPX. Uma série de enzimas, tais como GR requerem
residuos de cisteina redox ativas para a sua atividade (Giles et al., 2003).
TransformacBes redox sdo importantes em muitas doencas humanas,
entre elas doencas relacionadas ao estresse oxidativo. O
desenvolvimento de drogas altamente antioxidantes pode ser uma saida
promissora para o controle de alguns desses problemas. Além disso,
uma melhor compreensdo de como o processo redox celular acontece
também pode abrir um caminho para geracao de drogas com alto grau de
especificidade o que ainda ndo esté disponivel no momento.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que a acdo anti-inflamatdria do GNP
no modelo animal de pleurite pode ser explicado pela redugdo dos niveis
de TNF-a e IL-1B ¢ aumento dos niveis de IL-10 no sitio da inflamacéo.
Além disso, o efeito do GNP em diminuir os niveis de citocinas proé-
inflamatdrias foi semelhante ou superior aos de NAC e a IL-10 foi
potencializada com administracdo da NAC.

Foi mostrado que o tratamento com GNP foi eficaz na diminuicéo
da peroxidacdo lipidica e carbonilacdo de proteinas induzidas por CG
mais efetivamente do que a NAC sozinho ou em associa¢do nas doses
estudadas, indicando que as propriedades antioxidantes e anti-
inflamatérios do GNP foram correlacionadas.

Finalmente, 0 GNP tem um importante efeito anti-inflamatério
por inibicdo do influxo de leucdcitos, citocinas pro-inflamatdrias (TNF-
a, IL-1B) reducdo dos niveis de atividade da MPO e aumento dos niveis
de citocina anti-inflamatdria IL-10. A propriedade antioxidante do GNP
pode estar relacionada, pelo menos em parte, a acao anti-inflamatdria do
presente composto e, por fim, propde-se que as moléculas
nanoparticuladas, tais como GNP podem ser (teis no tratamento de
condigBes associadas com inflamag&o local.
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