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RESUMO

Nanoparticulas (NPs) séo conceituadas como particulas sélidas que geralmente, mas
nao obrigatoriamente, possuem entre 1 e 100 nm de tamanho. Trabalhos na literatura
ja demonstraram que estas podem ter toxicidade acima da encontrada no mesmo
material confeccionado em outras escalas. As NPs de Oxido de cobre (CuO-NPs) tém
sido cada vez mais utilizadas em produtos de interesse humano, tais como
revestimentos antimicrobianos, lubrificantes, plasticos, cosméticos, dentre outros. E
possivel encontrar estudos in vivo sobre a toxicidade destas NPs, mas somente por
vias inalatoria e intraperitoneal. O objetivo central deste estudo foi avaliar a toxicidade
aguda in vivo de CuO-NPs, apés exposi¢cao por via oral, seguindo as diretrizes
preconizadas no Guia 420 da OECD. Na andlise do tamanho do diametro
hidrodindmico das CuO-NPs através da técnica de espalhamento dinamico de luz,
obteve-se o valor médio de 166,9 + 2,54 nm. Ao variarmos o pH do meio de
suspensao, com a intencdo de mimetizarmos in vitro o trato gastrointestinal humano,
observou-se que as CuO-NPs solubilizam em meio acido e aglomeram em meio
basico. Para o ensaio de toxicidade aguda oral, foi realizada comparacéo entre as
CuO-NPs e o0 mesmo material microparticulado. A maior parte dos sinais clinicos e
parametros laboratoriais avaliados nao apresentou resultados significativos. Somente
0s animais tratados com CuO-NPs na dose de 2000 mg.kg™* apresentaram alteracées
nas fezes dos primeiros dias de estudo e na dosagem da enzima aspartato
aminotransferase. Estes dados, juntamente com os achados histopatolégicos
observados, tais como binucleacdo de hepatdcitos e megalocitose, podem sugerir a
ocorréncia de lesdo hepatica leve, mas que foi revertida ao longo dos 14 dias de
observacdo. Com os resultados, sugere-se que as CuO-NPs ndo apresentam sinais
conclusivos de toxicidade, quando administradas por via oral de forma aguda, na faixa
de doses estudada — 50 a 2000 mg.kg™.

Palavras-chave: Oxido de Cobre. Nanoparticulas. Toxicidade. Nanotoxicologia.



ABSTRACT

Nanoparticles (NPs) are conceptualized as solid particles that usually, but not
necessarily, have between 1 and 100 nm in size. Studies in literature have already
demonstrated that these may have higher toxicity then the same material made at other
scales. Copper oxide NPs (CuO-NPs) have been increasingly used in products of
human interest, such as antimicrobial coatings, lubricants, plastics, cosmetics, among
others. In vivo studies on the toxicity of these NPs can be found, but only by inhalation
and intraperitoneal routes. The main objective of this study was to evaluate in vivo
acute toxicity of CuO-NPs after oral exposure, following the guidelines recommended
in OECD Guide 420. In hydrodynamic diameter size analysis of CuO-NPs, made by
dynamic light scattering technique, the average value of 166.9 + 2.54 nm was obtained.
By varying the pH of suspension medium, with the intention of mimic the human
gastrointestinal tract in vitro, it was observed that the CuO-NPs solubilize in acid
medium and agglomerate in a basic medium. For the acute oral toxicity test, CuO-NPs
and the same microparticulate material were compared. Most of the clinical signs and
laboratory parameters evaluated did not present significant results. Only animals
treated with CuO-NPs at the dose of 2000 mg.kg-1 presented changes in the faeces
at first days of study and in enzyme aspartate aminotransferase dosage. These data,
along with the observed histopathological findings, such as binucleation of hepatocytes
and megalocytosis, may suggest the occurrence of mild hepatic injury but reversed
over the 14 days of observation. With these results, it is suggested that the CuO-NPs
do not present conclusive signs of toxicity when administered acutely orally in the

studied dosing range — 50 to 2000 mg.kg™.

Key-words: Copper Oxide. Nanoparticles. Toxicity. Nanotoxicology.
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas gerais de nanoparticulas

De acordo com o conceito utilizado pela Organizacdo Internacional de
Normalizacao (International Organization for Standardization, 1ISO), as nanopatrticulas
(NPs) séo particulas solidas que geralmente, mas ndo obrigatoriamente, possuem
entre 1 e 100 nm de tamanho (ISO, 2010).

Para a agéncia regulatéria americana Food and Drug Administration (FDA), as
NPs sdo aquelas em que pelo menos uma de suas dimensdes se enquadra na faixa
de 1 a 100 nm, ou produtos cuja atividade biolégica e/ou propriedades fisico-quimicas
estejam relacionados a escala nano (UNITED STATES FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2012).

Segundo Fleishcher, Jahnel e Seitz, a limitacdo da escala nano variando entre
1 e 100 nm é importante para limitar quais produtos necessitam de analise regulatoria
diferenciada, bem como para facilitar o entendimento entre induUstrias e Orgaos
regulatorios sobre este aspecto (FLEISCHER; JAHNEL,; SEITZ, 2012).

As NPs podem ser utilizadas em diversas areas, como materiais industriais,
alimentos, téxtil, cosméticos, eletrdnicos e energia. Além desses usos, também sdo
empregadas na area médica, para fins diagnésticos, medicina regenerativa,
implantes, vetorizacdo de farmacos, dentre outros (ZHANG et al., 2011; PARVEEN,;
MISRA; SAHOO, 2012).

Além do tamanho das NPs, outras caracteristicas intrinsecas ao material séo
de extrema importancia para suas propriedades. Sao elas: estrutura/formato, area de
superficie, carga superficial (potencial Zeta), composicdo quimica, pureza,
estabilidade, dentre outras. Diversas técnicas laboratoriais séo Uteis para elucidacéo
destas propriedades, como por exemplo microscopia eletrbnica de transmisséo
(MET), espalhamento dindmico de luz (DLS), espectrometria de massas por plasma
acoplado indutivamente (ICP-MS) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
(UNITED STATES FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2010).

A técnica do DLS tem como finalidade avaliar as dimensdes das NPs em

suspensdao. Ela é capaz de fornecer dados sobre o movimento da particula, por se
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basear na andlise das flutuacdes de intensidade da luz — fornecida por um LASER —
espalhada em um determinado angulo. Particulas em suspenséo dificiimente se
encontram paradas. Elas tendem a se mover, devido a colisdes aleatorias entre elas
e as moléculas de liquido ao seu redor. Esse movimento € o chamado “Browniano”
(MALVERN, 2004; NOMURA et al., 2013).

Utilizando a equacdo de Stokes-Einstein é possivel calcularmos o diametro
hidrodindmico das NPs, a partir do coeficiente de difusao translacional (Dt) obtido no
DLS (NOMURA et al., 2013).

__kgT
ef — 3mnDr

Equacédo 01: Equacéo de Stokes-Einstein, onde Def = didametro hidrodinamico, ks =
constante de Boltzmann, T = temperatura, n = viscosidade do solvente e Dr
coeficiente de difuséo translacional.

O potencial Zeta representa a medicdo do potencial eletro-cinético, sendo ele
a diferenca de potencial entre 0 meio dispersante e a camada estacionaria ligada a
particula dispersa. Esta diretamente ligado a estabilidade da disperséo, por indicar o
grau de repulsado entre as NPs suspensas. Em geral, quanto maior € o potencial Zeta,
mais estavel € a suspensao. Quanto menor, maior a chance de ocorrer agregacao das
NPs (CARRANZA OROPEZA, 2011). A linha que separa as suspensdes em estavel
ou instavel é geralmente marcada em +30 mV ou -30 mV. Ou seja, suspensdes com
particulas tendo potenciais mais positivos que +30 mV e mais negativos que -30 mV
sdo normalmente mais estaveis (MALVERN, 2004).

O indice de polidispersédo (PDI) é a propriedade que fornece informacéo sobre
a homogeneidade da distribuicdo dos tamanhos das NPs em suspensao. Quanto mais
baixo é o valor encontrado, mais propensa é a suspensao de apresentar um sistema
monodisperso, ou seja, onde as NPs se encontram com tamanhos similares (NEMEN;
LEMOS-SENNA, 2011).

A morfologia das NPs é uma caracteristica importante de ser estudada, uma
vez que é capaz de influenciar na forma como estas interagem tanto entre elas quanto
com células humanas, ou nos processos industriais nos quais sao aplicadas.
(CARRANZA OROPEZA, 2011).

Uma técnicas muito utilizada é a microscopia eletronica de transmissédo (MET).

Nesta, um feixe de elétrons é emitido sobre uma amostra ultra-fina, e, ao atravessa-
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la, € gerada uma imagem causada pela interacdo dos elétrons transmitidos atraves
da amostra. As imagens obtidas possuem resolu¢cdes maiores quando comparadas
com as de um microscopio 6tico, principalmente devido ao curto comprimento de onda
dos elétrons, comparada com a luz visivel. Esta técnica apresenta uma resolucao tao
precisa, que € possivel obter um valor de tamanho de particula seca bem préoximo do
real (CARRANZA OROPEZA, 2011).

1.2 Toxicologia de nanoparticulas

Um ponto critico no estudo de NPs € diferenciar a toxicologia destas para os
materiais confeccionados na escala micrométrica ou macroscépica, uma vez que é
possivel encontrar trabalhos demonstrando que substancias que ndo se apresentam
como prejudiciais a salde humana nestas escalas, quando produzidas na forma de
nanoparticulas, se tornam téxicas, inclusive em doses menores que as usuais
(DONALDSON et al., 2004; LAl et al., 2010).

Um aspecto relevante a ser levado em conta em ensaios de toxicologia de NPs
€ a dose a ser utilizada. Ndo se sabe ao certo se as doses preconizadas em guias
atuais sdo as melhores a serem aplicadas, uma vez que nao se tem muita informacéo
sobre a toxicidade de NPs frente a gama de substancias conhecidas atualmente. A
dose é um dos parametros mais importantes a serem considerados nos estudos de
toxicologia classicos, ja que substancias benéficas em baixas concentracdes podem
se tornar potentes agentes intoxicantes em doses levemente mais elevadas, como a
digoxina, por exemplo (BORZELLECA, 2000; OBERDORSTER, 2010; ELSAESSER,;
HOWARD, 2012).

Na nanotoxicologia, ao contrario da toxicologia classica, que seleciona as
doses baseando-se principalmente nas massas, 0 aspecto mais relevante no
momento de sele¢cdo do doseamento parece ser a superficie de contato das NPs, que
aumenta de acordo com a redugéo do tamanho das mesmas (FLEISCHER; JAHNEL,;
SEITZ, 2012).

Os testes toxicoldgicos classicos mais utilizados para substancias quimicas em
geral sdo os preconizados nos guias da Organizacdo para Cooperagcédo e
Desenvolvimento Econdmico (Organisation for Economic Co-operation and
Development, OECD). Em 2006 foi estabelecido um grupo chamado Working Party

on Manufactured Nanomaterials (WPMN), responsavel por verificar se os métodos de
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avaliacdo propostos nestes guias eram ou nao aplicaveis aos nanomateriais, sugerir
melhorias, novas metodologias e adequacfes para que a toxicidade das NPs possa
ser devidamente estudada. Os pareceres do WPMN encontram-se resumidos no
Quadro 1 (ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT,
2009).

O guia 402 foi considerado inadequado devido aos critérios de analise
patoldgica empregados, que foram julgados como “muito restritos”. Os testes 412 e
413 também foram considerados inadequados naquele momento, por falta de dados
suficientes sobre efeitos neurotoxicos para embasar a aprovacdo dos mesmos.
(ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 2009), mas
em 2017 a OECD publicou uma revisdo dos pareceres, indicando que estes se
encontram aptos a serem utilizados em ensaios com NPs (ORGANISATION FOR
ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 2017).

Quadro 1 - Pareceres do WPMN! sobre os testes preconizados pela OECD?

Guia Titulo Parecer

420 Acute Oral Toxicity - Fixed Dose Procedure Adequado
423 Acute Oral Toxicity - Acute Toxic Classic Method Adequado
425 Acute Oral Toxicity - Up-and-down Procedure Adequado
403 Acute Inhalation Toxicity Adequado
402 Acute Dermal Toxicity Inadequado
430 In Vitro Skin Corrosion: Transcutaneous Electrical Resistence Test Adequado
431 In Vitro Skin Corrosion: Human Skin Model Test Adequado
435 In Vitro Membrane Barrier Test Method for Skin Corrosion Adequado
404 Acute Dermal Irritation/Corrosion Adequado
405 Acute Eye Irritation/Corrosion Adequado
429 Skin Sensitisation Adequado
406 Skin Sensitisation Adequado
407 Repeated Dose 28-Day Oral Toxicity in Rodentes Adequado
409 Repeated Dose 90-Day Oral Toxicity in Non-Rodentes Adequado
412 Subacute Inhalation Toxicity: 28-Day Study Adequado
413 Subchronic Inhalation Toxicity: 90-Day Study Adequado
471 Bacterial Reversion Mutation Test Adequado
473 In Vitro Mammalian Chromosome Aberration Test Adequado
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476 In Vitro Mammalian Cell Gene Mutation Test Adequado
474 Mammaliam Erythrocyte Micronucleus Test Adequado
475 Mammalian Bone Marrow Chromosome Aberration Test Adequado

486 Unscheduled DNA Synthesis Test With Mammaliam Liver Cells In Vivo  Adequado

421 Reproduction/Developmental Toxicity Screening Test Adequado
422 Combined 407/409 with 421 Test Adequado
415 One-Generation Reproduction Toxicity Study Adequado
416 Two-Generation Reproduction Toxicity Study Adequado
414 Prenatal Development Toxicity Study Adequado

Working Party on Manufactured Nanomaterials; 20rganisation for Economic Co-operation and
Development; Fonte: (ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT, 2017).

1.2.1 Toxicologia de NPs metalicas

Os ensaios de toxicidade in vitro para NPs metalicas podem apresentar alguns
interferentes, de acordo com Watson e colaboradores (2014). Podemos citar como
exemplos, a interferéncia com a deteccdo de absorbancia, devido a propriedades
Oticas das NPs; falhas em ensaios que utilizam bactérias, como o teste de Ames,
devido a pouca ou nenhuma endocitose realizada por estes microrganismos; erros no
teste de micronucleo, devido a interagdo de reagentes como a citocalasina B, que
pode inibir a endocitose, reduzindo a captacado celular das NPs avaliadas; interacao
com fragmentacdo do DNA desprotegido no ensaio Cometa, levando a resultados
falso-positivos. Assim, o desenvolvimento de novos testes para avaliar a toxicidade
de NPs se faz necessério.

E possivel encontrar na literatura muitos estudos envolvendo toxicidade de
diversas NPs metélicas. Umas das mais estudadas sdo as NPs de dioxido de titanio
(TiO2-NPs), que sao largamente utilizadas como pigmento branco em tintas, cremes
dentais e industria alimenticia, dentre outros. Aléem disso, sdo capazes de absorver e
refletir radiacdo ultravioleta, servindo também como protetor solar (WANG et al.,
2007). Apesar de néo apresentarem toxicidade aguda, acumulam-se em
determinados 6rgaos, tais como pulmdes, figado, baco e rins, devido a baixa
solubilidade em agua, que acarreta em reduzida capacidade de eliminacdo por via
renal (WANG et al., 2007). Trabalhos demonstram que o TiO2 microparticulado
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acumula menos em camundongos e ratos que as NPs, e essas Ultimas possuem maior
capacidade de migracdo dessas areas para outros Orgaos, além de induzirem a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio, resultando em
respostas inflamatorias de intensidade média ou grave, fibrose renal (HUANG et al.,
2015) e alteracdes nos niveis séricos de proteinas hepaticas (WANG et al., 2007),
dentre outros efeitos deletérios encontrados na literatura.

Além destes efeitos, as TiO2-NPs apresentam toxicidade relevante quando em
contato com células do sistema nervoso. Estudos, tanto in vitro quanto in vivo, ja
demonstraram aumento em apoptose, inibicdo da proliferacdo celular, alteracoes
morfologicas, producdo e secrecdo de citocinas proé-inflamatérias, dentre outros
(CZAJKA et al., 2015). Danos na membrana celular de neurénios e células da glia
foram observados in vitro, quando baixas doses de TiO2-NPs foram adicionadas no
meio de cultivo. Também foi observada diminuicdo da taxa de proliferacdo apos
exposicao aguda ou prolongada (COCCINI et al., 2015).

Camundongos expostos cronicamente por via intragastrica com TiO2-NPs
apresentaram niveis aumentados de caspases 3 e 9, Citocromo C e producdo de
ROS, todas relacionadas a um estado pro-apoptotico, assim como diminuicdo da
molécula anti-apoptotica Bcl-2, no hipocampo (HU et al., 2011). Resultados similares
foram observados em ratas gravidas administradas com TiO2-NPs pela mesma via.
Foi constatada a reducao na proliferagdo celular no hipocampo, além de déficits na
memoria e aprendizagem (MOHAMMADIPOUR; FAZEL; HAGHIR, 2014).

Nanoparticulas de Zinco (Zn-NPs) séo utilizadas em medicina diagnostica,
protetores solares, cosméticos, protecdo ambiental e aditivo metallrgico, dentre
outros (COLVIN, 2003). A ingestéo diaria recomendada de zinco é de 0,3 mg/kg/dia e
exposicdo a niveis superiores a 1 mg/kg/dia costumam levar a distdrbios
gastrointestinais, tais como diarreia, nauseas, vomito e colicas abdominais (U.S
Department of Health and Human Services, 2003). Em um estudo comparando a
toxicidade de Zn-NPs com Zn microparticulado, ambas administradas por via oral, em
dose de 5 mg/kg/dia, observou-se que, no caso das NPs, todos os animais testados
demonstraram letargia, anorexia, vémitos e diarreia, enquanto os tratados com
microparticulas ndo apresentavam sintomas. Percebeu-se também que as Zn-NPs se
acumularam no intestino dos animais, obstruindo-os. Porém, para ambos os tamanhos
de particula, os animais apresentaram sinais de inflamag&o gastrointestinal em
exames histologicos (WANG et al., 2005).
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1.3 Propriedades e toxicidade do metal cobre

O metal cobre (Cu), além de ser parte integrante de diversas proteinas, é
também cofator em diversas reacdes enzimaticas (COUSINS, 1994). Tem ainda
participacdo na respiracdo aerObica e esta relacionado a progressao tumoral
(KRUPANIDHI; SREEKUMAR; SANJEEVI, 2008), sendo necessario para o0
crescimento e desenvolvimento de varios tecidos. Além disso, esta envolvido nos
sistemas de defesa do corpo humano, maturacdo de células sanguineas, transporte
de ferro, metabolismo de colesterol e glicose e desenvolvimento cerebral (LINDER;
HAZEGH-AZAM, 1996; OLIVARES; UAUY, 1996; ZATTA, 2007).

Os limites de ingestdo de cobre diaria vdo de 900 pg a 10 mg por dia. Quando
ultrapassado esse limite superior, efeitos toxicos tais como desordens
gastrointestinais e dano hepatico podem ser observados (INSTITUTE OF MEDICINE,
2003).

Porém, na década de 80, foi demonstrado que o elemento cobre esta
diretamente ligado a geracdo da doenca de Wilson. Nessa patologia hereditaria
recessiva, ocorre uma falha na excrec¢éao biliar do cobre, levando ao seu acimulo em
orgdos como figado e cérebro, particularmente no nucleo lenticular do ganglio basal,
o0 que leva a degeneracdo lenticular progressiva, gerando disturbios neurologicos
(SCHEINBERG; STERNLIEB, 1996). Uma possivel explicacdo para a toxicidade do
metal cobre é sua capacidade de atuar como agente oxidante, podendo desenvolver
reacoes "tipo Fenton", como demonstrado na equacao abaixo, ao entrar em contato
com agua oxigenada (H2032), gerando radicais livres, que sdo ROS, sendo danosos a
células e tecidos (LINDER, 2001).

Cu® + 2 H202 — Cu?*+ 2 HO™ + 2 HO®
Equacéo 02: Equacao “tipo Fenton” do cobre, com geracédo de ROS (HO*®)

Pesquisadores da China utilizaram camundongos de ambos 0s sexos em um
estudo de toxicidade aguda, com administracéo por via oral, de NPs de cobre metalico
(Cu-NPs) (CHEN et al., 2006). Para isso, eles seguiram o guia 425 da OECD, que
preconiza um delineamento do tipo up and down, ou seja: um primeiro animal recebe
uma dose abaixo da dose letal esperada — baseado em achados in vitro ou outros

ensaios prévios in vivo — e, caso este sobreviva, 0 proximo ira receber uma dose maior
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que a primeira. Caso venha a Obito, o terceiro recebera uma menor. E assim
sucessivamente, até que se atinja a dose maxima de 5000 mg.kg* sem mortes, ou a
maior dose possivel onde ndo ocorram 0bitos. Os animais sobreviventes devem ser
acompanhados durante 14 dias, para observacdo de sinais toxicos e posterior
eutanasia seguida de exame anatomo-histopatolégico (ORGANISATION FOR
ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 2008).

Os autores deste trabalho realizaram ensaios de comparagcdo com
microparticulas (Cu-MPs) e ions de cobre e relataram que todos os animais tratados
com Cu-NPs e Cu?* apresentaram sinais de toxicidade gastrointestinal, com reducéo
da apeténcia e diarreia. Ja os camundongos que receberam Cu-MPs, néo
apresentaram sintomas toxicologicos. As doses utilizadas neste ensaio foram nas
faixas de 108 a 1080 mg.kg™* para bas Cu-NPs, 500 a 5000 mg.kg* para as Cu-MPs
e 24 a 237 mg.kg? para os ions Cu?*. Ao fim dos 14 dias de observacdo, no exame
anatomopatoldgico, foram observadas alteracdes morfoldgicas de alguns 6rgaos, tais
como escurecimento e aumento dos rins e figado, e atrofia e alteragdo de coloragcéo
do baco (CHEN et al., 2006).

No exame histopatoldgico, também foram observadas alteracdes nestes trés
orgaos dos animais expostos as NPs e ions de cobre. Os autores encontraram
necrobiose das células epiteliais de tubulos proximais, glomérulos encolhidos — sinal
de glomerulonefrite —, presenca de liquido proteico com deposicdo de corante roxo
nos tubulos, esteatose proxima aos vasos centrais hepéticos, encolhimento das
unidades esplénicas e fibrose no intersticio do baco (CHEN et al., 2006).

Utilizando o software AOT425, os pesquisadores constataram que a dose letal
50% (DLso) foi de 413 mg.kg-1 para as Cu-NPs e 110 mg.kg?! para os ions,
classificando-os como “moderadamente téxicos”, ou classe 3 da escala de Hodge e
Sterner. Ja a DLso calculada para as Cu-MPs foi superior a 5000 mg.kg-1, sendo
classificadas como “praticamente atdxicas”, ou classe 5 da escala (CHEN et al., 2006).

Uma pesquisa realizada na Coréia do Sul também estudou a toxicidade das
Cu-NPs por via oral, porém, utilizou os guias 420 e 423 da OECD. Nestes, temos 0
delineamento de estudos com doses fixas em 5, 50, 300 e 2000 mg.kgt. Em ambos,
deve-se comecar com a dose abaixo da esperada para efeitos toxicos, caso se tenha
essa estimativa. Quando esta informagéo ainda n&o esta disponivel, inicia-se com a
dose de 5 mg.kgt, com acréscimos sucessivos, até observar o desfecho estudado. A

diferenca entre os dois guias esta no ponto de término do ensaio, uma vez que, no
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guia 420, o desfecho utilizado é “ocorréncia de sinais de toxicidade” (ORGANISATION
FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 2001a), enquanto para o guia
423 é a morte de 1 animal (ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT, 2001b). No trabalho, pesquisadores utilizaram ratos Sprague-Dawley
de ambos os sexos, com 8 semanas de vida, e testaram tanto as Cu-NPs quanto ions
Cu?*. As doses utilizadas neste ensaio foram nas faixas de 312 a 2500 mg.kg™? para
as Cu-NPs e 156 a 1250 mg.kg* para os ions Cu?*. Foram realizados ensaios de
toxicidade e também de cinética de absor¢do e excrecao (KIM et al., 2016).

A cinética foi estudada através de analise de ICP-MS no sangue de animais
gue foram eutanasiados nos tempos de 12, 24, 48 e 72 horas, uma, duas e quatro
semanas apés a administracdo oral das substancias testadas. Os ratos tratados com
as Cu-NPs apresentaram niveis de cobre sanguineo elevados ao longo das quatro
semanas, com pico de intensidade no tempo de 48 horas. Ja para os que receberam
Cu?*, o pico foi no tempo de 12 horas, e a reducdo do nivel sanguineo de cobre foi
mais rapida, ja estando bastante reduzida em uma semana (KIM et al., 2016).

As DLso calculadas ficaram em 570 mg.kg™ para o Cu?* e 2400 mg.kg™ para as
Cu-NPs. Os efeitos toxicos encontrados no estudo incluiram diminuicdo no ganho de
peso, diarreia, hematuria e piloerecdo, e comecaram a ocorrer na dose de 2000 mg.kg
! para as Cu-NPs e de 300 mg.kg™ no caso dos ions (KIM et al., 2016).

Foram observadas alteracdes histopatolégicas no figado, rins e baco dos
animais tratados com ambas as substancias, nas mesmas concentracdes descritas
acima. Estas incluiram infiltracdo de células inflamatorias nos trés orgaos, debris
celulares nos tabulos renais, dilatacdo tubular, atrofia dos glomérulos e células
esplénicas multinucleadas. Em ensaio de bioquimica sanguinea, os pesquisadores
obtiveram como resultados, valores elevados das aminotransferases, ureia, proteinas
totais e niveis reduzidos de cloro, sodio e da enzima lactato desidrogenase LDH (KIM
et al., 2016).

Além dos ensaios in vivo, 0s autores realizaram também experimentos sobre a
solubilidade das Cu-NPs em diferentes valores de pH — 6,5 (veiculo de administracao);
1,5 (pH gastrico); 7,8 (pH intestinal) — e notou-se que, no pH &cido, as Cu-NPs
dissolveram quase completamente, e tanto em pH neutro, quanto basico, tenderam a
agregar, formando particulas de aproximadamente 516 e 335 nm de diametro
hidrodinamico, respectivamente. Na analise por MET, as Cu-NPs secas apresentavam
cerca de 30 nm (KIM et al., 2016).



27

Os autores concluiram o estudo sugerindo que as NPs ndo absorvidas foram
excretadas nos primeiros dias nas fezes dos animais. As Cu-NPs, apesar de
apresentarem acumulo tecidual maior que os ions, devido ao maior tempo de
eliminagdo encontrado no ensaio de cinética, se mostraram menos toxicas e menos
letais que o ion Cu?* (KIM et al., 2016).

1.4 Oxido de cobre

De acordo com a ficha de informacdes de seguranca de produto quimico
(FISPQ) anexada a esse trabalho (anexo 1), o CuO é considerado perigoso,
apresentando perigo relacionado a sua ingestédo, especialmente por ser hepatotoxico
e nefrotoxico. Ainda causa irritagdo na pele, olhos e trato respiratério. E descrito como
um po preto-amarronzado, inodoro, com massa molecular de 79,55 g.mol%, densidade
de 6,32 g.dL* e ponto de fusdo 1026°C.

As NPs de 6xido de cobre (CuO-NPs), que sédo o foco do presente trabalho,
tém sido cada vez mais utilizadas em produtos de interesse humano, tais como
revestimentos antimicrobianos, lubrificantes, plasticos, cosméticos, empregadas
como catalisadoras de reacfes quimicas, dispositivos eletronicos, dentre outros

(BAEK: AN, 2011) .

1.4.1 Toxicidade ambiental das CuO-NPs

Na literatura é possivel encontrar diversos trabalhos envolvendo testes
toxicolégicos das CuO-NPs em relagdo ao meio ambiente, especialmente
relacionados ao ambiente aquatico, principalmente por conta do despejo de efluentes
de industrias em rios, gerando contaminacao dos ecossistemas ali presentes. Existem
ensaios de toxicidade envolvendo algas (ARUOJA et al., 2009), peixes (TUNCSOY
et al., 2017), pequenos crustaceos (WU et al., 2017; ROTINI et al., 2017) e até mesmo
bactérias ambientais (ROTINI et al., 2018) .

Pesquisadores da  Estbnia  utilizaram  culturas laboratoriais de
Pseudokirchneriella subcapitata, uma espécie de alga que normalmente habita aguas
limpas, sendo ela um marcador reconhecido internacionalmente para esse tipo de
ambiente. Para execucédo do trabalho, os autores seguiram um guia da OECD, que

versa sobre a inibicdo do crescimento de algas. As algas foram incubadas com as
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CuO-NPs a 100 mg.L* durante 72 horas. Ap6s esse periodo, observou-se que, quanto
maior a concentracdo de CuO-NPs utilizada, maior era a inibicdo do crescimento das
algas. Neste estudo, eles utilizaram também o cobre metélico como controle, e
perceberam que as CuO-NPs inibiram mais o crescimento das algas do que o Cu®
(ARUOJA et al., 2009).

Em trabalho utilizando peixes de agua fresca tropical, com alta tolerancia a
alteracbes ambientais como temperatura e salinidade, da espécie Oreochromis
niloticus, pesquisadores dispersaram CuO-NPs a 100 mg.L? em &gua mineral e,
posteriormente, colocaram nela o0s peixes que, por sua vez, jA se encontravam
devidamente aclimatados ao ambiente laboratorial. Nao ocorreu mortalidade durante
os 15 dias de observacédo do estudo. Apds a eutandsia dos animais, os 6rgaos foram
removidos e analisados em espectrofotdmetro de emissado 6tica para quantificacédo do
metal cobre. Entdo, observou-se acumulo de cobre nas guelras e no figado. Uma vez
gue as CuO-NPs sdo capazes de gerar ROS, os autores concluem o trabalho
sugerindo que esse acumulo pode vir a ser prejudicial ao animal, devido a chance de
levar & uma possivel desnaturacao lipidica e proteica (TUNCSOY et al., 2017).

Em um ensaio sobre a toxicidade das CuO-NPs, frente aos crustaceos Daphnia
magna, estudou-se diferentes formas de exposicéo, utilizando em primeiro momento
uma apresentacao direta das NPs aos animais, e posteriormente, com outro grupo de
crustaceos, foi oferecida administracao indireta, através de algas contendo CuO-NPs
aderidas, que foram utilizadas como alimento. Em ambos os casos, a dose de Cu nos
animais foi realizada por espectrometria de emissdo oOtica com plasma acoplado
indutivamente nos dias 4, 9 e 14, apds as exposi¢cdes. Apesar das concentracdes
internas de Cu encontradas serem elevadas em ambos os casos, a dinamica ocorreu
de formas diferentes. No caso das CuO-NPs ingeridas na alimentacédo, o pico da
concentracdo maxima encontrada foi no 9° dia, e j4 havia decaido drasticamente no
dia 14. Para a apresentacao direta, a concentragdao continuou a subir ao longo dos
dias, com o pico de concentragdo maxima no 14° dia. Curiosamente, as concentracdes
no ultimo dia do estudo se encontravam proximas, indicando que parte do cobre
consumido na alimentag&o foi excretado, mas um pouco foi retido pelos animais,
provavelmente atingindo um nivel 6timo de Cu interno, similar ao maximo absorvido
de forma direta (WU et al., 2017).

Os pesquisadores também coletaram as diversas carapacas dos crustaceos —

gue sao trocadas a cada 2 dias —, analisaram o contetudo de cobre nestas, e notaram
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gue a dose do metal acompanhava o decaimento da concentracao interna, sugerindo
gue um dos mecanismos de excrecao de cobre, nesses animais, € através da troca
de carapaca (WU et al., 2017).

No grupo exposto diretamente, notou-se ainda que o aumento de tamanho do
corpo dos animais ocorreu de forma mais lenta, e a quantidade de cistos depositados
pelas fémeas foi menor que no grupo alimentado com as CuO-NPs e no controle. Com
isso, 0s autores concluiram que a exposicdo direta a CuO-NPs pode impactar a
reproducao dos D. magna, além de retardar seu crescimento (WU et al., 2017).

Um grupo de pesquisadores da lItalia realizou diversos ensaios sobre a
ecotoxicidade das CuO-NPs, utilizando tanto animais, especialmente crustaceos,
quanto bactérias encontradas no ambiente aquatico (ROTINI et al., 2017, ROTINI et
al., 2018).

Foram utilizadas quatro espécies diferentes de animais marinhos, sendo elas:
a microscopica rotifera Brachionus plicatilis, o camardo Artemia franciscana, o
copépodo Tigriopus fulvus e o ourico marinho Paracentrotus lividus. Os testes tinham
como objetivo verificar a acao letal das CuO-NPs (30 nm) frente a esses pequenos
animais de ambiente aquatico. Larvas dos crustaceos e o esperma do ourico foram
incubados com concentracdes variadas de CuO-NPs (10, 20, 40, 80 e 160 mg.L ) e
de Cu?* (0,625, 1,25, 2,5, 5e 10 mg.L?). Posteriormente, foi verificada a sobrevivéncia
das larvas e o esperma foi colocado em contato com ovos nao fertilizados da mesma
espécie, para averiguar a capacidade de fertilizacdo. A toxicidade dos ions foi mais
proeminente que a das CuO-NPs, para 0os quatro organismos, e levou a morte de
todas as larvas de T. fulvus. Para as CuO-NPs, as doses letais foram cerca de cem
vezes maiores (DLso Cu?* = 0,12 mg.L%; DLso CuO-NPs = 12,35 mg.L!). Porém, ao
fim do estudo, mediu-se novamente o tamanho das NPs presentes nos meios de
incubacéo e constatou-se que ocorreu agregacao das mesmas, levando a um possivel
viés, por ndo se saber precisamente em que momento se deu a agregagéo — as CuO-
NPs passaram de 30 nm para 500 nm (ROTINI et al., 2018).

Em outro estudo, os pesquisadores utilizaram a bactéria marinha Vibrio
anguillarum para estudar a ecotoxicidade das CuO-NPs de 30 nm nas concentracdes
de 10, 20, 40 e 80 mg.L*, CuO-MPs (10, 20, 40, e 80 mg.L') e Cu?* (0,625, 1,25, 2,5,
e 5mg.L ). Nesse ensaio, os autores variaram a salinidade do meio, para estudar se
este fator ambiental estava associado ao aumento ou reducédo de efeitos toxicos

causados pelo cobre. Primeiramente as bactérias foram incubadas em meios com
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diferentes concentracdes de sal marinho e entdo adicionou-se as substancias a serem
estudadas. Apos 48 horas, as amostras foram plaqueadas, para verificar a formacéao
de colbnias. Tanto para as CuO-NPs quanto para a forma idnica, 0 aumento da
salinidade reduziu a toxicidade apresentada, levando a maior formagao de colonias.
Porém, no caso das CuO-MPs, o resultado foi inverso, reduzindo a viabilidade dos
microrganismos com a elevacao da concentracéo de sal (ROTINI et al., 2017).

Ao verificarem o tamanho das NPs nestas solu¢des salinas de incubagéo, os
autores perceberam que a elevacdo da concentracdo de sal acarretou em
aglomeracao, diminuindo a superficie de contato reativa, provavelmente sendo este o
motivo pelo qual a toxicidade foi reduzida. No caso dos ions Cu?*, como eles tiveram
que competir com outros ions provenientes do sal, 0os pesquisadores concluiram que
estes penetraram menos nas células, causando menos efeito toxico. J& as CuO-MPs
nao sofreram alteracbes com o aumento da salinidade e por isso se apresentaram
toxicas de forma concentracdo-depedente. N&o foram observadas alteracdes
morfologicas, por microscopias de transmissdo e de varredura, nas bactérias
estudadas. Os pesquisadores concluiram o trabalho sugerindo que, em ambientes
marinhos, as CuO-NPs causam menos danos que em rios e lagos de agua doce, uma
vez que o aumento da salinidade leva a reducdo de seu poder toxico (ROTINI et al.,
2017)

Um grupo de pesquisadores da Universidade de Roskilde, na Dinamarca,
publicou uma série de trabalhos sobre a ecotoxicidade das CuO-NPs em ambiente
aguatico, utilizando sujeitos distintos para demonstrar como estas nanoparticulas
podem ser prejudiciais quando desprezadas em rios e lagos (THIT; SELCK;
BJERREGAARD, 2013, 2015; THIT et al., 2016, 2017).

No primeiro ensaio publicado, utilizou-se células epiteliais A6, originarias de
tubulo distal de rim de sapo da espécie Xenopus laevis, adquiridas na American Type
Culture Collection (ATCC). O ensaio realizado foi de citotoxicidade com visualiza¢éo
microscopica, em busca de alteragcdes na morfologia celular apés o tratamento com
as CuO-NPs (6 nm) a 200 pM. Testou-se ainda ions Cu?* na mesma concentracao
frente a mesma cultura de células A6 e o resultado obtido foi a redugéo da proliferagcéo
celular em ambos os casos, quando comparado com o controle. Também foi
observada taxa elevada de morte celular, com o surgimento de muitos debris nas
culturas testadas com as duas formas de cobre. Utilizando citometria de fluxo,

demonstrou-se por fim que, apesar do aumento na taxa de morte, as células que
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sobreviveram nao tiveram seu ciclo celular alterado, estando tanto controle quanto
tratadas nos mesmos estagios de divisdo ao mesmo tempo (THIT; SELCK;,
BJERREGAARD, 2013).

No trabalho seguinte, ainda utilizando as células A6, além de determinarem que
a quantidade de células mortas nas culturas tratadas com as CuO-NPs (6 nm) a 200
UM era superior ao controle, os pesquisadores também analisaram a quantidade de
ROS formado no interior destas, utilizando a sonda fluorogénica diclorofluoresceina
diacetato DCFH-DA, que emite fluorescéncia quando é oxidada pelas ROS. Os
autores encontraram entdo que a producéao de ROS se encontrava bastante elevada,
em relacéo ao controle. Por conta deste resultado, eles realizaram um ensaio Cometa
para verificar danos ao material genético, observando que este ndo se encontrava
mais deteriorado que o controle. Com isso, concluiu-se que, apesar da taxa de morte
celular ser mais elevada, assim como a producdao de ROS, o material genético das
células A6 ndo estava sendo o alvo da degradacdo causada pelas CuO-NPs (THIT;
SELCK; BJERREGAARD, 2015).

Recentemente, o grupo estudou a toxicidade das CuO-NPs (6 nm) na faixa de
10 a 1000 pg.L? frente ao crustaceo Daphnia magna sob diferentes condigbes de
teste. Além das NPs, utilizou-se ainda Cu?* na faixa de 1 a 100 pg.L* e Cu® na faixa
de 10 a 1000 pg.L%, variando o pH do meio, testando em 7,8 e também em 6,5. Dentre
as formas testadas, a espécie de cobre que causou maior efeito deletério foi o Cu?*,
seguido pelas CuO-NPs e por ultimo o Cu®. No pH 7,8, foram observados menos sinais
de toxicidade em geral, quando comparado com o pH 6,5, demonstrando assim que,
em aguas levemente mais alcalinas, o efeito toxico do cobre pode ser menos
agressivo a esta espécie animal (THIT et al., 2016).

Por fim, em seu trabalho mais recente, Thit e colaboradores (2017) utilizaram a
espécie Danio rerio, popularmente conhecida como zebra fish, para estudar os
possiveis efeitos toxicos de CuO-NPs (6 nm) e de ions Cu?* de diferentes formas. Em
um primeiro momento, os pesquisadores realizaram testes de citotoxicidade utilizando
uma linhagem celular de hepatocarcinoma ictiaco, e estudaram também a producao
de ROS intracelular, utilizando uma sonda fluorogénica, que emite fluorescéncia ao
sofrer oxidagéo. Para estes ensaios foram utilizadas as concentracdes de 2, 10, 50,
100 e 200 pM. Nesse caso, notou-se que, para ambas as formas de cobre estudadas,
algumas células desprenderam-se da placa de crescimento, e apresentaram formato

diferente aos da cultura controle. Com o passar dos dias, mesmo ap0s a remocao do
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cobre do meio extracelular, este efeito se acentuou, indicando que o dano causado as
células leva algum tempo para ser remediado. Demonstrou-se também que o ion
cobre levou a um aumento trés vezes maior na producdo de ROS em todas as
concentracbes estudadas, quando comparado com as CuO-NPs, que também
causaram aumento na producao, em relacdo aos controles (THIT et al., 2017).

Em seguida, efetuou-se o teste de toxicidade do embrido de zebra fish,
utilizando embrides colhidos cerca de 3 horas apos a fertilizacdo e concentragcfes de
0,1, 0,5, 2, 10, 50 e 200 pyM. Neste ensaio constatou-se que nao ocorreram
mortalidades 24 horas apés a administragcdo de CuO-NPs ou de Cu?*, e que 0S
embrides que nasceram ndo apresentaram malformacdes. Por fim, foram realizados
testes sobre a locomocéo de peixes com quatro dias de vida, utilizando um programa
gue quantifica a velocidade e a distancia nadada, ao longo do dia, pelos peixes do
aguario. 24 horas ap0s exposicdo aos materiais, 0s peixes tratados com ambas as
substancias apresentaram menor taxa de mobilidade em relacéo ao controle, mas que
no tempo de 48 horas eles se encontravam todos iguais. Com isso, chegaram a
conclusdo que, em casos de exposicdo Unica ao cobre, os peixes podem sofrer
alguma toxicidade, mas de forma transitoria e logo voltam ao estado normal de

movimentacao (THIT et al., 2017).

1.4.2 Toxicidade in vitro das CuO-NPs.

Um estudo utilizando bactérias — Escherichia coli, Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus — demonstrou que, ao incuba-las com CuO-NPs de 30 nm, na
concentracdo de 125 mg.L!, a formacdo de colbnias foi reduzida ou totalmente
eliminada, demonstrando assim o poder antimicrobiano dessas NPs. Nesse mesmo
estudo, além de verificar a toxicidade das CuO-NPs frente a esses microrganismos,
0s pesquisadores também estudaram a influéncia de ions de cobre, e concluiram que
as CuO-NPs foram mais eficientes na reducdo de formacéo de colonias que os Cu?*
(BAEK; AN, 2011).

Em um ensaio de 2008, pesquisadores utilizaram neurdnios do hipocampo
extraidos do cérebro de ratos de sete a oito dias de vida. Estas células foram mantidas
em liquido cérebro-espinhal (LCE) artificial até serem utilizadas. O objetivo central
deste trabalho era verificar a influéncia das CuO-NPs em canais de potassio voltagem
dependentes. Notou-se que as CuO-NPs néo alteraram a ativacdo nem a inativacéo
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do canal estudado, mas que estas tinham a capacidade de interagir com canais de
sédio (XU et al., 2009).

Em 2011, em um trabalho realizado na China, pesquisadores removeram 0s
cérebros de ratos Wistar machos, confeccionaram fatias de 400 um de espessura,
contendo o hipocampo inteiro e incubaram em LCE artificial. Depois de uma hora de
incubacdo, uma suspensdo de CuO-NPs foi adicionada ao meio extracelular, na
concentracdo de 5.10° g.mL. Apds cinco minutos, mediu-se a voltagem da corrente
de sddio nos neurbnios hipocampais e constatou-se que as CuO-NPs foram capazes
de inibir a amplitude da corrente e aumentar o tempo de geracéo do potencial de acao,
corroborando o trabalho de Xu e colaboradores (2009), ao comprovarem a acdo das
CuO-NPs sobre os canais de sédio do hipocampo (LIU et al., 2011).

Em 2014, Mancuso e Cao demonstraram em um estudo que as CuO-NPs
possuem maior capacidade toxica que microparticulas de 6xido de cobre (particulas
contendo entre 10 e 100 pm) frente a culturas de células tronco mesenquimais
humanas. Nesse ensaio, os autores foram capazes de calcular a concentracao
inibitéria 50% (ICs0) para ambos os materiais, encontrando os valores de ICso 2,5 +
0,3 ug.mL* para as CuO-NPs e ICs0 72,13 + 16,2 pug.mL* para as CuO-MPs. Concluiu-
se entdo que, devido a maior area de superficie das NPs, existe a chance de as
reacoes redox serem facilitadas no meio intracelular, levando a formacéo de ROS e
degradacéo celular (MANCUSO; CAO, 2014).

Tendo em mente que algumas NPs conseguem ultrapassar a BHE e chegar ao
cérebro, e sabendo que os astrécitos se localizam entre as células do endotélio
vascular e os neurbnios cerebrais, um grupo de pesquisadores da Universidade de
Bremen, na Alemanha, estudou a toxicidade das CuO-NPs nas concentrac¢des de 10,
100 e 1000 uM frente a culturas deste tipo celular. Nesse estudo, as células foram
incubadas juntamente com as CuO-NPs durante trés horas e subsequentemente a
viabilidade celular foi verificada através da quantificagdo da atividade da enzima
lactato desidrogenase e do teste de permeabilidade membranar a iodeto de propidio,
um intercalante de DNA incapaz de permear células cuja membrana se encontra
integra. Em ambos 0s ensaios se notou que a viabilidade celular foi comprometida de
forma concentragcdo dependente. Percebeu-se também que as CuO-NPs foram
capazes de penetrar nos astrocitos, e alguns apresentavam acumulos das NPs em
seus citoplasmas. Investigou-se entdo a formacédo de ROS e determinaram que, nas

culturas tratadas com as NPs, havia uma marcacgao intensa para ROS na microscopia,
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demonstrando que essas células produziram mais espécies reativas que as utilizadas
como controle (BULCKE; THIEL; DRINGEN, 2013).

Dois anos depois, 0 mesmo grupo de pesquisadores publicou a continuacao do
trabalho utilizando a cultura de astrocitos. Nesse novo estudo eles foram capazes de
demonstrar que, ao adicionarem as CuO-NPs no meio de cultivo, o fluxo glicolitico foi
estimulado — entrada de glicose na célula com saida de lactato —, e ocorreu um
aumento no conteudo celular de glutationa, um agente antioxidante, nessas células.
Além disso, eles observaram também que parte da glutationa produzida foi excretada
pelas células para o meio extracelular. Baseados nos resultados descritos, os
pesquisadores concluiram que, apesar de ser responsavel pelo aumento na producao
de ROS, as CuO-NPs também auxiliam na producéo de antioxidantes, que agirdo ndo
s6 na célula afetada como também nas células vizinhas, como forma de contencéo
aos possiveis danos gque seriam causados em caso de intoxicacéo por CuO (BULCKE;
DRINGEN, 2015).

Um trabalho da Universidade de Nankai, na China, utilizando poddcitos —
células que recobrem a superficie externa da membrana basal de glomérulos, e que
servem como barreiras de carga e tamanho na excrecdo de proteinas —, buscou
investigar se as CuO-NPs de 30 nm nas concentracdes de 0, 5, 50 e 500 pg.L?
causam apoptose nesse tipo celular. A deteccéo de células em estado apoptético foi
realizada através de citometria de fluxo, e os pesquisadores constataram morte celular
ocorrendo de maneira concentragcao-dependente. Investigou-se entdo a formacao de
ROS intracelular e encontraram concentracdes elevadas destas, assumindo que este
foi o motivo do desencadeamento da apoptose observada (XU et al., 2013).

Em 2015, foi publicado um trabalho demonstrando que as CuO-NPs de 50 nm
causaram um aumento na expressdo do RNA mensageiro (RNAm) das interleucinas
(IL) 6 e 8 (mediadores pré-inflamatérios) em células da linhagem H292, de epitélio de
vias aéreas, de forma concentracdo-dependente. Outra proteina que teve seus niveis
de producéo elevados foi a MUC5AC, que é responsavel pela formacdo de muco.
Também se detectou niveis elevados de proteinas cinase ativadas por mitdgenos
(MAPK) nessas células, bem como aumento na sinalizacdo mediada por essas
proteinas, que justifica o aumento na producdo dos mediadores pro-inflamatorios.
Com esses dados, os pesquisadores puderam concluir que, no caso deste ensaio in

vitro, as CuO-NPs se mostraram possivelmente tdxicas para o trato respiratorio, uma



35

vez que sao capazes de elevar a producédo de muco e de mediadores pro-inflamatorios
(KO et al., 2015).

Em um trabalho de 2017, pesquisadores utilizaram linfocitos extraidos do
sangue de 20 doadores saudaveis para avaliar a viabilidade celular pés tratamento
com CuO-NPs de 40 nm nas concentra¢des de 0,1, 0,5, 1, 2, e 5 mM. Para isso, essas
células foram incubadas com diferentes concentragcbes das NPs por 12 horas e
realizou-se o ensaio do Tripan Blue, um marcador de morte celular que tem a
caracteristica de acumular dentro de células mortas. A ICso foi calculada em 382 uM
para esse tipo celular especifico. Em seguida, estudou-se a formacdo de ROS e a
peroxidacao lipidica na cultura celular, estando ambas significantemente aumentadas
em relagdo ao controle. E, para finalizar, uma vez que as mitocondrias s&o as
organelas responsaveis pela producdo da maior parte das moléculas de ROS, foi
estudado o potencial membranar destas, e notaram que este encontrava-se diminuido
nas ceélulas tratadas com as CuO-NPs, levando os autores a concluir que estas NPs
sdo capazes de causar colapso mitocondrial em linfécitos isolados (ASSADIAN et al.,
2017).

Para verificar a genotoxicidade das CuO-NPs, frente a células de epitélio
humano da linhagem A549 — de cancer pulmonar — obtidas do ATCC, pesquisadores
utilizaram os ensaios de viabilidade celular por (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-
Difeniltetrazol (MTT) e o teste Cometa. Em ambos 0s experimentos se observou que
a toxicidade das NPs era concentracdo-dependente. As células expostas
encontravam-se mais arredondadas que as do grupo controle e a taxa de morte celular
encontrada foi maior. No teste Cometa, para todas as concentracdes testadas (5, 10
e 15 ug.mL?), obteve-se um tamanho de cauda maior do que o do controle, indicando
namero mais elevado de quebras no DNA das células tratadas com as CuO-NPs.
Entdo, os pesquisadores mediram a formacdo de ROS e averiguaram que se
encontrava superior nestas células, o que pode ter sido uma das causas dos multiplos
rompimentos no material genético (AKHTAR et al., 2016)

Outro estudo utilizando células da mesma linhagem descrita acima realizou
uma comparacgao da toxicidade das CuO-NPs com outras NPs — dentre elas TiO2-NPs
e ZnO-NPs — e nanotubos de carbono. As concentrac¢des testadas para todas foram
40 e 80 pg.mL?t. Os pesquisadores analisaram citotoxicidade, dano ao material
genético pelo teste de Cometa e presenca de ROS intracelular. Das NPs estudadas,

CuO-NPs se mostraram as mais danosas as células, com perda da viabilidade celular
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calculado em 96%, enquanto as ZnO-NPs, com 38% de detrimento, foram as
segundas colocadas na escala de dano. Todas as particulas estudadas causaram
algum dano material genético das células, sendo as CuO-NPs novamente as mais
potentes, com formacédo de cauda longa. No ensaio da formacéo de ROS intracelular,
as unicas NPs que se mostraram capazes de aumentar a producéo destas foram as
CuO-NPs. Ao final do estudo, os pesquisadores concluiram entédo que o tamanho de
particula € muito importante para determinacdo da toxidade, uma vez que, das
particulas estudadas, as CuO-NPs eram as menores, tendo entre 20 e 40 nm,
enquanto todas as outras se aproximavam de 100 nm (KARLSSON et al., 2008).
Contudo, o trabalho ndo fornece dados sobre o funcionamento de mecanismos de
reparo do DNA.

No ano seguinte, 0 mesmo grupo de pesquisadores publicou um trabalho
comparando a toxicidade de nano e microparticulas de mesmo material, utilizando o
mesmo tipo celular. Para isso eles utilizaram novamente diversos materiais, como
CuO-NPs, Fe203-NPs e TiO2-NPs, todas com menos de 60 nm. Além de repetir os
ensaios realizados anteriormente, eles também estudaram a despolarizacdo
mitocondrial. Novamente o CuO se montrou deletério para esse tipo celular, com 96%
de inviabilidade celular no caso das CuO-NPs e 31% para as CuO-MPs. As outras
particulas estudadas ndo afetaram as células de forma estatisticamente significativa.
No ensaio da despolarizagdo mitocondrial, as CuO-NPs foram as Unicas capazes de
gerar esse fenbmeno, que esta diretamente ligado ao aumento na producao de ROS.
No ensaio Cometa, entre as particulas em escala nano, as CuO-NPs foram as mais
deletérias ao DNA. Porém, em escala micrométrica, as TiO2 causaram mais dano,
gerando caudas maiores. Com esse trabalho os pesquisadores concluiram que o
tamanho de particula afeta diretamente a toxicidade do material, mas nem sempre a
particula em escala nano sera a mais toxica, dependendo do material estudado
(KARLSSON et al., 2009).

Alguns anos mais tarde, Cronholm e colaboradores realizaram um estudo
comparando a toxicidade das NPs com o ion do metal correspondente, também com
as células A549. Apo6s quatro horas de exposicdo aos materiais, realizou-se a dose
intracelular dos metais estudados (Cu e Ag) e percebeu-se que, tanto nas células
tratadas com CuO-NPs (de 20 a 200 nm) quanto as com Ag-NPs (de 20 a 40 nm), a
concentracéo intracelular do metal era muito maior do que nas tratadas com os ions

correspondentes. Através da técnica de MET, os pesquisadores puderam verificar a
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presenca de ambas as NPs dentro das células. Nos ensaios de citotoxicidade e
Cometa, tanto a morte celular quanto o dano ao DNA s6 foram verificados na cultura
exposta as CuO-NPs. Com estes ensaios demonstrou-se que, apesar das NPs terem
mais facilidade para penetrar as células que os ions correspondentes, a toxicidade
inerente a cada material que serd o fator determinante para morte celular
(CRONHOLM et al., 2013).

Pesquisadores da China também estudaram a toxicidade das CuO-NPs frente
as células A549. Em ensaio de viabilidade celular, eles demonstraram que as NPs,
em baixas concentracdes (0,5 e 1 mg.L™), ao contrario do esperado, na verdade
estimularam o desenvolvimento celular. Os autores atribuiram esse efeito ao fato de
que o Cu é um elemento traco essencial para o desenvolvimento de organismos.
Porém, em concentracdes mais elevadas (entre 5 e 100 mg.L?), as CuO-NPs ja se
mostraram toxicas as células, reduzindo sua viabilidade, levando ao
desencadeamento de apoptose. Entéo, utilizando a técnica de MET, observou-se que
as CuO-NPs se localizavam principalmente no citoplasma, no nudcleo e nas
mitocondrias das células. Uma vez que esta é a principal organela relacionada a
producdo de ROS, foram investigadas as taxas e notou-se que, nas células tratadas
com CuO-NPs, a formacéo destes compostos estava bastante elevada. Por terem
visualizado as NPs no nucleo, também foi realizado um ensaio Cometa, para averiguar
a integridade do material genético destas células. Neste ensaio, demonstrou-se que,
nas concentracdes acima de 15 mg.L™, ja é possivel observar caudas, e estas ficavam
maiores com o aumento da concentracdo. Os autores finalizam o trabalho afirmando
gue o estresse oxidativo gerado pelas ROS é o principal motivador da perda de
viabilidade celular, e que as CuO-NPs podem afetar o material genético da célula,
apresentando risco de mutagenicidade (WANG et al., 2012).

Também utilizando a linhagem celular tumoral pulmonar, Kalaiarasi e
colaboradores (2017) demonstraram através das técnicas de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e Western Blotting, que as CuO-NPs foram capazes de reduzir a
expressdo do RNAmM de proteinas ligadas a inibicdo da apoptose em células de
cancer, além de aumentar a producdo de proteinas como p53 e p21, que participam
no processo de morte celular. Eles examinaram também a expressdo do RNAm das
caspases 3, 8 e 9 apoés oito horas de tratamento com as NPs e observaram valores

elevados em relacdo ao controle. Entdo concluiu-se que as CuO-NPs podem até
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serem Uteis no tratamento de cancer, podendo ser utilizadas como coadjuvantes em
formulacdes antitumorais (KALAIARASI et al., 2017).

Piret e colaboradores (2012) avaliaram CuO-NPs de dois tamanhos distintos —
uma populacéo de 12 nm e outra 50 — 80 nm, além de fons Cu?*. Elas foram testadas
frente a cultura de hepatocitos humanos do tipo HepG2 em ensaio de citotoxicidade,
na faixa de concentracéo de 0,4 a 80 pug.mL* tendo como resultado que os ions foram
mais deletérios que as NPs, sendo as CuO-NPs de 12 nm mais danosas para as
células que as de 50 — 80 nm. Foram entdo realizados dois ensaios distintos de
oxidacdo, para averiguar a quantidade de ROS formado no meio intracelular, e o
resultado corroborou o encontrado anteriormente, com os ions sendo 0s principais
produtores de ROS, seguidos pelas CuO-NPs de 12 nm e as de 50 — 80 nm por ultimo.
Findo o estudo, concluiu-se entdo que os efeitos negativos das CuO-NPs frente aos

hepatdcitos se devem ao estresse oxidativo gerado pelas ROS (PIRET et al., 2012).

1.4.3 Toxicidade in vivo das CuO-NPs

Poucos ensaios realizados in vivo sobre a toxicidade de CuO-NPs podem ser
encontrados na literatura. Em um destes estudos, os pesquisadores verificaram que,
apos exposicao intraperitoneal em ratos Wistar machos adultos, as NPs (10 a 70 nm),
administradas na dose de 0,75 mg.mL, foram detectadas em determinadas por¢cées
do cérebro, como no hipocampo, cortex, amigdala e estriado. Entdo, realizou-se
experimentos comportamentais com os ratos tratados, utilizando o labirinto aquatico
de Morris para verificar aquisicdo de memaria. Com isso, notou-se gue o grupo tratado
com as CuO-NPs, apesar de nadar na mesma velocidade que o grupo controle,
sempre demorava mais para atingir o objetivo final do teste — encontrar uma
plataforma submersa escondida, onde o animal pode descansar. Em seguida, através
de microscopia, observou-se que o niumero de neurbnios localizados no hipocampo
do grupo tratado era menor que do grupo controle, o que pode levar a dificuldades na
aquisicao de novas memorias e aprendizagem. Por fim, demonstrou-se que o nivel de
ROS presente no hipocampo de animais tratados com CuO-NPs se encontrava acima
do encontrado no grupo controle, concluindo que as NPs induziram a formacao de
ROS in vivo (AN et al., 2012).

Utilizando ratos machos da linhagem F344 com 10 semanas de vida,

pesquisadores verificaram a toxicidade pulmonar de diferentes particulas, incluindo as
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CuO-NPs e as CuO-MPs. A administracdo realizada foi intratraqueal através de
aerossol, na dose de 2 mg.kg™?. Dos 17 ratos tratados com as CuO-NPs, 14 foram a
Obito no primeiro dia, e os trés restantes foram eutanasiados no dia seguinte, para
exames anatomopatolégicos. No pulméo destes animais foram encontrados edemas
severos. Todos os roedores tratados com as CuO-MPs sobreviveram até o vigésimo
oitavo dia pOs-tratamento e passaram pela eutanasia humanitaria neste dia. Seus
pulmdes também apresentavam edemas, menos severos que dos animais mortos no
primeiro dia. Outros 6rgdos ndo apresentaram alteracdes significativas (YOKOHIRA
et al., 2008).

Dando continuidade ao trabalho anterior, Yokohira e colaboradores (2009)
estudaram a carcinogenicidade das CuO-NPs no mesmo modelo animal descrito
anteriormente. Para isso, utilizaram como agente iniciador uma nitrosamina especifica
do tabaco, que foi constantemente dissolvida na agua dos ratos durante os dias do
estudo. A administracdo das NPs e das MPs foi realizada de forma intratraqueal
utilizando um aerosolizador e foi utilizada a dose de 0,5 mg.kg™*. Tanto as CuO-NPs
quanto as CuO-MPs induziram a formagdo de ndédulos no pulméo, que foram
consideradas hiperplasias pulmonares. As CuO-NPs ainda induziram inflamac&o nos
alvéolos (YOKOHIRA et al., 2009).

Park e colaboradores (2016), utilizando camundongos BALB/c asmaticos,
demonstraram que as CuO-NPs com menos de 50 nm, quando instiladas de forma
intranasal nas doses de 25, 50 e 100 ug.kg?, foram capazes de agravar inflamagéo
das vias aéreas e aumentar a producdo de muco. Os pesquisadores também
determinaram a quantidade de ROS e das citocinas pré-inflamatérias IL-6, IL-1B e
TNF-a presentes no fluido de lavagem brénquio-alveolar, estando todos aumentados
nos grupos tratados, em relacdo ao controle. Por fim, verificaram a dose de
imunoglobulina E no soro e proteinas inflamatorias no tecido pulmonar, que também
se encontravam muito elevados quando comparado com o grupo nao-tratado. Em
conclusado, no caso de portadores de asma, a inalagdo de CuO-NPs é ainda mais
prejudicial a saude, levando ao agravamento da condicdo clinica do individuo. Os
responsaveis pelo estudo finalizam o trabalho advertindo que pessoas asmaéticas,
especialmente trabalhadores fabris, devem ser cautelosos ao entrarem em contato
com as CuO-NPs (PARK et al., 2016).

Tendo como base o guia 412 da OECD, pesquisadores estudaram a toxicidade

pulmonar das CuO-NPs de 15 a 20 nm, em ratos machos com oito semanas de vida,
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no inicio do estudo. Eles desenvolveram um protocolo de estudo de inalacdo com
cinco dias de exposicdo e 23 dias de recuperacao, e a eutanasia ocorrendo no 28°
dia. A dose de CuO-NPs utilizada foi fixada em 10 mg.m=3, e os animais foram
separados em grupos, que tiveram tempos de exposi¢ao variados em 18, 36, 90, 180
e 360 minutos. Durante os dias de administracdo, 0S grupos eram sempre expostos
nos mesmos tempos, e na mesma hora do dia. Alguns animais foram selecionados
para serem eutanasiados no sexto dia, com o objetivo de averiguar a quantidade de
CuO-NPs espalhada pelos 6rgéos destes e, em seus pulmdes, encontrou-se a carga
meédia de 0,085 mg por 6rgdo no grupo exposto por mais tempo as CuO-NPs. O exame
histopatolégico realizado nesses animais também revelou destruicdo parcial do
epitélio olfatério. A exposicdo as CuO-NPs ndo alterou padrées de comportamento,
nao gerou sinais de toxicidade evidentes nem ocasionou mortes ao longo dos 28 dias
de estudo. O peso de todos os animais — expostos e controle — se encontravam
estatisticamente similares, bem como o peso dos 6rgaos isolados — pulmdes, cérebro,
figado, bago, rins e testiculos. Nos exames anatomo e histopatoldgicos realizados ao
fim do ensaio, somente os pulmdes apresentaram alteracdes clinicas, com fibrose
tecidual nos pulmdes dos ratos expostos as CuO-NPs, revelando a ocorréncia de
alveolite e bronquiolite, com sinais inflamatérios ainda presentes. Ademais, 0s
pesquisadores notaram que quanto maior o tempo de exposi¢cdo as CuO-NPs, mais
acentuada era a fibrose tecidual encontrada. No exame hematol6gico, os animais
tratados apresentaram taxas mais elevadas de neutréfilos e macrofagos que os do
grupo controle, corroborando os sinais de inflamacéo encontrados nos pulmdes. Os
pesquisadores levantam entdo a hipétese das CuO-NPs terem sido fagocitadas pelos
macrofagos, e, ao entrarem em contato com o meio acido presente no interior dos
lisossomas, terem sido degradadas, liberando ions Cu?*, que podem ter sido
responsaveis por parte dos efeitos encontrados. Para finalizar, os autores criticam o
préprio trabalho, ao perceberem que deveriam ter realizado o mesmo estudo
utilizando a forma micromeétrica do CuO, para fins de comparacdo (GOSENS et al.,
2016).

Pesquisadores russos desenvolveram um ensaio de toxicidade sub-cronica
com CuO-NPs de 20 £ 10 nm utilizando ratos de sexo feminino, entre 150 a 220 g de
peso corporal no inicio dos testes. A dose de 10 mg.kg? foi aplicada de forma
intraperitoneal, trés vezes por semana, durante 28 dias, totalizando cerca de 90 mg.kg

1 por animal. Ao longo dos 28 dias de tratamento, dados sobre sinais clinicos que



41

indicassem toxicidade foram buscados, mas ndo foram observadas anormalidades.
Ao final do estudo, os animais foram eutanasiados e o conteudo de cobre nos érgaos
foi analisado por espectrometria de emissdo atomica por plasma acoplado
indutivamente, e notou-se o acumulo do metal especialmente no figado e nos rins. No
sangue, encontrou-se doses de ions cobre acima do esperado, indicando que, em
algum momento as CuO-NPs foram degradadas na forma idnica, liberando Cu?* na
corrente sanguinea dos animais (PRIVALOVA et al., 2014).

Ao estudarem melhor o figado desses animais, notou-se que as células de
Kupffer — macréfagos especializados localizados no figado — encontravam-se mais
numerosos e ativos em relacdo ao grupo controle, indicando que as CuO-NPs que
chegavam a esse 6rgdo desencadeavam uma reac¢do citotoxica no local, capaz de
ativar o sistema imune especializado. Nos rins, foram encontradas lesdes
degenerativas e alteracdes necrobidticas em células do epitélio tubular (PRIVALOVA
et al., 2014).

Privalova e colaboradores (2014) também observaram genotoxicidade,
caracterizada por fragmentacdo de material genético, em células provenientes dos
rins e figado dos animais, demonstrando que, além do dano citotéxico das CuO-NPs,
elas também foram responsaveis por romper o DNA de hepatdcitos e células renais
in vivo, corroborando os achados in vitro discutidos anteriormente.

Nos resultados de exames hematoldgicos e bioquimicos, foram encontrados
achados clinicos importantes, como reducédo da contagem de hemoglobina e aumento
no nimero de reticulécitos, indicando o efeito hemolitico causado pelos ions Cu?*,
reducdo nos niveis de ceruloplasmina e das transaminases hepaticas, que
tradicionalmente séo consideradas marcadores de les@o hepética (PRIVALOVA et al.,
2014).

Os pesquisadores concluiram entdo que, em um ensaio subcrénico, com
exposicdo ndo-diaria as CuO-NPs, foi possivel observar genotoxicidade, e que este
pode ser o efeito toxico mais deletério de todos, uma vez que ao longo dos 28 dias
nenhum animal apresentou sinais de toxicidade visiveis externamente. E demonstrou-
se gque, em casos de exposi¢cao continuada, os danos hepéticos e renais podem ser
muito elevados (PRIVALOVA et al., 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

De acordo com a legislacao vigente, os objetivos centrais da vigilancia sanitaria
séo identificar, prevenir e eliminar riscos a salude da populagdo (BRASIL, 1990),
termos conhecimento sobre a toxicidade de substancias utilizadas em produtos
destinados ao uso humano é de interesse desta ciéncia, visando 0 uso seguro das
CuO-NPs.

Uma vez que as CuO-NPs encontram-se dispersas no ar em ambientes fabris,
faz-se necessario o conhecimento sobre sua toxicidade no tocante ao trato
respiratorio. Por este motivo, muitos trabalhos in vitro e in vivo (por via inalatéria)
tiveram como alvos centrais 0os 0rgaos responsaveis pela respiracao, especialmente
os pulmdes (KARLSSON et al., 2008, 2009; YOKOHIRA et al.,, 2008, 2009;
CRONHOLM et al., 2013; PARK et al., 2016; AKHTAR et al., 2016; GOSENS et al.,
2016; KALAIARASI et al., 2017). Porém, de acordo com Frohlich e Salar-Behzadi
(2014), apesar de serem muito utilizados para ensaios de toxicidade laboratoriais,
roedores n&do s&o o0 modelo mais correto a ser utilizado, uma vez que sao respiradores
nasais obrigatorios — ou seja, respiram somente pelo nariz, diferindo dos humanos
nesse ponto. Portanto, este modelo ndo € capaz de fornecer dados completos em
relacdo a toxicidade das substancias testadas.

Além deste motivo, como foi apresentado anteriormente, nos Gltimos anos, vem
ocorrendo um aumento da utilizagédo industrial das CuO-NPs em produtos que séo de
interesse humano, como os citados na introdu¢do. Com isso, o estudo da toxicidade
por via oral dessas NPs se faz de extrema importancia ha montagem do painel de

informacdes toxicologicas acerca das CuO-NPs.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidade aguda in vivo de nanoparticulas de oxido de cobre, apos

exposicao por via oral.

3.2 Objetivos especificos

Caracterizar as CuO-NPs de acordo com seu tamanho, morfologia, potencial
Zeta e indice de polidispersao;

Estudar o tamanho, potencial Zeta e indice de polidispersdo das CuO-NPs
frente a diferentes faixas de pH, simulando o trato gastrointestinal humano;

Avaliar a toxicidade aguda oral de CuO-NPs em ratos Wistar, seguindo as
diretrizes do guia 420 da OECD;

Verificar variacbes em parametros hematologicos e bioquimicos apés
exposicao unica as CuO-NPs;

Analisar possiveis alterac6es morfologicas em 6rgaos isolados de rato Wistar
e/ou em seus pesos;

Observar a ocorréncia, ou ndo, de modificacdes teciduais através de exame de

histopatologia em 6rgéos isolados de rato Wistar.
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4 METODOLOGIA

4.1 Caracterizagdo das CuO-NPs

As CuO-NPs utilizadas neste trabalho foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr.
José Mauro Granjeiro do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO). As mesmas séo oriundas do consércio NanoValid, do qual o professor é
colaborador.

As CuO-MPs empregadas no estudo sdo da marca Sigma-Aldrich, Lote
MKAA1788, com 98% de pureza, e foram gentilmente cedidas por Sibele Guimaraes,
responsavel do estoque de substancias quimicas inorganicas do Departamento de
Quimica do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS). A ficha

analitica fornecida pela empresa encontra-se no Anexo 1.

4.1.1 Tamanho de particula por espalhamento dinamico de luz

A andlise do tamanho de particula do material nanoparticulado foi realizada em
parceria com o Prof. Dr. Helvécio Rocha, do Laboratério de Micro e Nanotecnologia
do Instituto de Tecnologia em Farmacos — Farmanguinhos, da Fundacdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ). Para esse ensaio, foi aplicada a técnica do DLS, em um analisador
de particulas Malvern, modelo Zetasizer Nano ZS90. Foi utilizado LASER de He-Ne
(A = 633 nm) e detector de angulo fixo em 90°. As amostras foram diluidas até a
concentracdo de aproximadamente 0,06 mg.mlt. O meio dispersante foi agua
ultrapura e a andlise foi toda realizada a temperatura ambiente. As suspensdes foram
submetidas a agitacdo em banho de ultrassom da marca Unique, modelo USC 2800A,
com frequéncia de 40 kHz e poténcia de 154 W, por 5 minutos, a fim de melhor

dispersar as nanoparticulas.

4.1.2 Morfologia e tamanho de particula por microscopia eletrénica de transmissao

A andlise de MET foi realizada em parceria com o Dr. Fabio Rocha Formiga, do
Instituto Gongalo Moniz — FIOCRUZ. As amostras de CuO-NPs e Cuo-MPs foram
pesadas e ressuspendidas em agua ultrapura deionizada na concentracdo de 5

mg.mL*. 1 mL da suspensdo foi agitado com vértex por 40 segundos para
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homogeneizagao. 20 uL da amostra foram adicionados sobre uma grade de cobre (3
mm, 400 mesh — SPI Supplies, EUA) revestida por formvar. Apés 20 minutos,
adicionou-se 20 pL de contraste de uranila recém centrifugado (10.000 rpm por 10
minutos). Apds 1 minuto, o excesso foi removido pelas laterais da grade, com o auxilio
de tiras de papel filtro. As amostras processadas foram analisadas no microscopio
eletrbnico de transmissdo JEM 1230 (Jeol LTD, Japao). As analises das imagens
obtidas foram realizadas no programa ImageJ, pela Dra. Beatriz Patricio de

Farmanguinhos.

4.1.3 Tamanho das CuO-NPs em diferentes valores de pH do trato gastrointestinal

Para este ensaio foi utilizado o mesmo equipamento descrito no item 4.1.1. As
amostras foram diluidas até a concentracdo de aproximadamente 0,06 mg.mlt. Os
meios de disperséo foram solucdes de diferentes valores de pH, mimetizando o trato
gastrointestinal (TGI) humano. Para o preparo das solug¢des foi utilizado o protocolo
descrito na United States Pharmacopeia (USP), conforme demonstrado no Quadro 2:

Quadro 2 - Composicado dos meios de diferentes valores de pH utilizados.

pH Composicgao

15 250 mL de solucédo KCI 0,2 M + 425 mL de solugéo de HCI 0,2 M +
’ H-O em quantidade suficiente para 1 L de solucdo

A5 3 g de Acetato de Sodio tri-hidratado + 14 mL de solucédo de Acido
’ Acético 2 N + H,O em quantidade suficiente para 1 L de solugéo

cg 250 mL de solugéo de KH,P0O40,2 M e 18 mL de solugcédo de NaOH
’ 0,2 M + H,0O em quantidade suficiente para 1 L de solucao

6.8 250 mL de solucéo de KH,P040,2 M e 112 mL de solugdo de NaOH
’ 0,2 M + H,0 em quantidade suficiente para 1 L de solucéo

- 250 mL de solugéo de KH2P0O40,2 M e 173,5 mL de solu¢cdo de NaOH
’ 0,2 M + H,0 em quantidade suficiente para 1 L de solucéo

Fonte: (adaptado de REAGENTS, 2016).
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Apos o preparo das solucdes, os pH foram aferidos em medidor de pH da marca
Mettler-Toledo localizado no Setor de Meios de Cultura do Departamento de
Microbiologia do INCQS.

As suspensdes de CuO-NPs foram preparadas momentos antes da leitura,
utilizando uma solucdo méae preparada em agua ultrapura na concentracdo de 1,0
mg.mlt e diluidos de 1:10 com as solucdes de diferentes valores de pH. As
suspensdes foram submetidas a agitacdo em banho de ultrassom por 5 minutos, a fim

de melhor dispersar as NPs.

4.2 Teste de toxicidade aguda

4.2.1 Preparo das suspensfes de CuO-NPs e CuO-MPs

As suspensodes foram preparadas sempre cerca de 30 minutos antes de serem
administradas aos animais. Para isso, 0 material a ser testado foi pesado em balanca
de precisdo da marca Edutec, modelo EEQ9003F-B, com faixa de utilizacdo entre
0,0001 e 220 g, localizada no Laboratério de Farmacologia do Departamento de
Farmacologia e Toxicologia (DFT) do INCQS e suspenso em agua ultrapura através
de agitacdo em ultrassom da marca Unique, modelo USC 1400, na frequéncia de 1400
Hz e poténcia de 120 W, do Laboratdrio de Toxicologia do mesmo departamento.

Para cada dose utilizada, foram geradas suspensdes cujas concentracoes
permitissem que o maximo de liquido administrado a cada animal fosse de 2 mL.
Abaixo se encontra resumido o esquema de preparo, com a regra de 3 utilizada e as

concentracdes finais das suspensoes.

Dose desejada em mg — 1000 g de peso do animal
Concentragéo a ser suspensa em 2 mL — 200 g de peso do animal

Dose de 50 mg.kg?! — suspenséo na concentracdo de 5 mg.mL*
Dose de 300 mg.kg! — suspenséo na concentracdo de 30 mg.mL™*
Dose de 2000 mg.kg™ — suspenséo na concentracdo de 200 mg.mL?
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Para efeitos de calculo, foi assumido o valor de 200 g de peso para 0s animais,
sabendo que todos estariam abaixo deste, garantindo assim o volume abaixo de 2 mL

a ser administrado.

4.2.2 Animais

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais em
Experimentacdo — CEUA/Fiocruz, sob a licengca LW-37/17, atendendo a lei n® 11.794
de 8 de outubro de 2008 (BRASIL, 2008). A folha de aprovacdo do CEUA encontra-
se no Anexo 2.

Foram utilizados ratos Wistar da espécie Rattus norvegicus, de sexo feminino,
pesando inicialmente entre 160 e 180 g. Todos os animais foram fornecidos pelo ICTB
— Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos, da FIOCRUZ. O status genético
da espécie utilizada € conhecido como outbreed, e sua condicdo sanitaria é
denominada como “convencional controlada” (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2006).
No momento do ensaio, todas as ratas eram nuliparas e ndo se encontravam prenhes.

Os ensaios foram realizados no Servico de Animais de Laboratorio (SAL),
ligado ao DFT/INCQS.

Os animais passaram por um periodo de aclimatacdo de 5 dias antes da
administracdo das substancias (CuO-NPs ou CuO-MPs), e foram abrigados em
gaiolas individuais para correta avaliagdo da ingestédo alimentar diaria e evitar falhas
na verificacdo dos parametros clinicos.

Os animais foram mantidos em estantes ventiladas, em condicbes ambientais
de temperatura entre 20 a 24 °C, umidade relativa do ar entre 50 a 60%, e ciclo claro-
escuro de 12 horas, com a luz sendo acesa as 8:00 horas.

A troca de agua foi feita semanalmente, e fornecida ad libitum, em bebedouros
do tipo “mamadeira”, de polipropileno autoclavavel, com rolha de borracha nitrilica
com furo vulcanizado e bico em aco inoxidavel, de 500 ml de capacidade. A racéo

utilizada foi da marca Nuvilab®, com a seguinte composigéo:



Quadro 3 - Composicédo da racgdo utilizada de marca Nuvilab®

Niveis de garantia por

Nutrientes quilograma do produto
Vitamina A 13000 Ul
Vitamina D3 2000 Ul
Vitamina E 34 Ul
Vitamina K3 3 mg/kg
Vitamina B1 5mg/kg
Vitamina B2 6 mg/kg
Vitamina B6 7 mg/kg
Vitamina B12 22 ug/kg
Niacina 60 mg/kg
Pantotenato de Calcio 20 mg/kg
Acido Folico 1 mgl/g
Biotina 0,5 mg/kg
Colina 1900 mg/kg
Saédio 2700 mg/kg
Calcio 14 g/kg
Fosforo 6 g/kg
Ferro 50 mg/kg
Manganés 60 mg/kg
Zinco 60 mg/kg
Cobre 10 mg/kg
lodo 2 mg/kg
Selénio 0,5 mg/kg

48
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Cobalto 1,5 mg/kg
Flaor 80 mg/kg
Lisina 12 g/kg

Metionina 4000 mg/kg
Aditivo BHT 100 mg/kg

Fonte: (Nuvilab®, [s.d.]).

4.2.3 Desenho Experimental

Os animais foram divididos em um grupo controle e trés grupos experimentais,
para cada material analisado, totalizando 40 animais para avaliacdo das CuO-NPs e
mais 40 para as CuO-MPs.
Cada grupo era composto por 10 animais, alojados individualmente, e
distribuidos da seguinte forma:
Grupo 1 — Controle negativo, utilizou-se agua ultrapura;
Grupo 2 — CuO-NPs ou CuO-MPs, 50 mg.kg;
Grupo 3 — CuO-NPs ou CuO-MPs, 300 mg.kg?;
Grupo 4 — CuO-NPs ou CuO-MPs, 2000 mg.kg.
Os animais foram submetidos ao jejum prévio de alimento na noite anterior a
administracdo das substancias (overnight).
Para a administracdo por via oral, os animais foram contidos mecanicamente e
a suspensdo foi entdo dispensada diretamente no estbmago destes, através da
utilizacao de sonda de gavagem (Figura 1) introduzida na boca do animal e conduzida

pelo esbfago.
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Figura 1- Sonda para gavagem de ratos

Fonte: (Do autor, 2017).

Cada animal teve sua dose individualizada, de acordo com o peso corporal
verificado momentos antes da administracdo, e o volume final foi ajustado para que
ndo excedesse ao preconizado - 2 ml por 200 g de peso - para liquidos aquosos
(LAPICHIK; MATTARAIA; KO, 2009).

Os animais foram observados ao longo de 14 dias, sendo considerado como
“dia 17, o da administracdo das suspensdes de CuO-NPs ou CuO-MPs e “dia 14” o

anterior ao procedimento de eutanasia.

4.3 Parametros avaliados

4.3.1 Avaliagédo do ganho de peso diario

O peso corporal foi registrado no dia da administracdo das suspensoes e este
procedimento foi repetido diariamente, sempre no mesmo horario, ao longo dos 13
dias de observacédo. Os valores mensurados foram anotados em tabela propria. Para
o registro do peso dos ratos, foi utilizada a balanca da marca Acculab ® modelo Vicon,
com faixa de utilizacdo de 0,01 a 300 g, localizada na sala de experimentagcdo dos

animais.
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4.3.2 Avaliacao da ingestao alimentar diaria

A ingestdo alimentar foi registrada diariamente e anotada em tabela prépria. No
primeiro dia, 4 horas apds a administracdo da suspensédo de CuO-NPs ou CuO-MPs,
foram fornecidos cerca de 40 g de alimento a cada animal. Em cada um dos 13 dias
subsequentes de observacéo, o restante de alimento do dia anterior foi pesado e
complementado até aproximadamente 40 g, mantendo a homogeneidade do
fornecimento diario de racdo. Para o registro da quantidade de alimento ingerido pelos
ratos, foi utilizada a balanca Acculab ® modelo Vicon com faixa de utilizacdo de 0,01
a 300 g.

4.3.3 Avaliagéo dos sinais clinicos selecionados

Os animais foram avaliados apds a administracdo oral, no primeiro dia nos
tempos 30 minutos, 01, 02 e 03 horas. Nos 13 dias seguintes foram avaliados uma
vez ao dia, sempre no mesmo horario — aproximadamente as 13:00 horas -,
totalizando 14 dias de observacao.

Uma vez que as diretrizes ndo sao especificas quanto a quais possiveis sinais
de toxicidade averiguar, foi utilizada uma coletanea de sinais clinicos comuns a
espécie avaliada e aos sinais de toxicidade adaptada do trabalho de Bravin (2016),

sendo eles:

Exploracdo: observou-se se 0s animais exploravam toda a area da caixa;

Frémito vocal: verificou-se se 0s sinais sonoros emitidos pelos animais dos grupos-

teste estavam aumentados ou diferentes dos pertencentes ao grupo controle;

Resposta _ao _toque: observou-se se 0s animais respondiam exageradamente ao

estimulo do toque durante a manipulacéo;

Ataxia: verificou-se se ocorria falta de coordenacéo na acdo de movimentar-se;
Piloerecdo: observou-se se 0s animais estavam com os pelos ericados;

Defecacgéo: comparou-se se as fezes expelidas eram diferentes em quantidade ou

forma, com as do grupo controle.
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4.3.4 Avaliacdo hematoldgica e parametros bioquimicos

Finalizados os 14 dias de observacdes, foi realizada a coleta sanguinea para
avaliagdo hematolégica e bioquimica. Para isso, foi administrado tiopental em dose
capaz de induzir plano anestésico nos animais — cerca de 0,5 mL da suspensédo
comercial Thiopentax®. Entdo, apds a verificacdo da perda dos reflexos palpebrais e
auséncia da movimentagdo da pata apdés pingamento da pata, a coleta sanguinea foi
efetuada através de puncdo cardiaca com exposicdo do coracdo através de
procedimento cirargico para abertura do térax do animal. Foram utilizadas seringas de
5 ml e agulha 25 x 0,7.

As analises hematoldgicas e bioquimicas foram realizadas através da utilizacao
da plataforma de andlises clinicas do ICTB via Plataforma Tecnoldgica do Programa
de Desenvolvimento e Insumos para a Saude da FIOCRUZ.

Os seguintes parametros foram analisados:

» Avaliacdo hematoldgica: Hemograma contendo contagem de hemacias (RBC),
dosagem de hemoglobina (HGB), avaliacdo do hematdcrito (Hct), volume
corpuscular meédio (MCV), hemoglobina corpuscular média (MCH),
concentracdo da hemoglobina corpuscular média (MCHC), contagem de
leucdcitos (WBC), e contagem de plaquetas (plaq).

» Avaliacdo bioquimica: sodio, cloro, glicose, creatinina, fésforo, aspartato-
aminotransferase (AST), alanina-aminotransferase (ALT), creatinina kinase
(CK), fosfatase alcalina, colesterol, ferro e proteinas totais.

A eutanasia de cada animal se deu juntamente com a coleta sanguinea, através
da puncéo cardiaca total, e o 6bito foi verificado por auséncia de batimentos cardiacos
e de respiragao.

4.3.5 Avaliagdo anatomopatologica

Foi realizado o exame anatomopatoldgico macroscépico de todos os animais
(grupos-teste e controle) a fim de se coletar o maior nimero de informacgdes sobre
possiveis alteragbes funcionais dos o0Orgdos, bem como sinais sistémicos de

toxicidade.
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4.3.6 Avaliacao dos pesos dos orgaos isolados

Os orgaos selecionados para pesagem isolada foram rins, bago, figado e
cérebro. O procedimento foi realizado em balan¢a semi-analitica de marca Ohaus com

faixa de pesagem entre 0,15 e 1500 g, localizada no Laboratorio de Fisiologia do DFT.

4.3.7 Avaliagao histopatolégica de 6rgdos selecionados

A avaliacdo histopatologica dos érgéaos selecionados — figado, baco e rins — foi
realizada em parceria com a Prof.a. Dra. Elan Cardozo Paes de Almeida, do
Laboratorio Multidisciplinar de Pesquisa Biomédica (LMPB), do Instituto de Saude de
Nova Friburgo (ISNF) da Universidade Federal Fluminense (UFF).

As amostras foram fixadas em formalina neutra tamponada a 10%, no minimo
por 48 horas, com pH neutro; clivadas em fragmentos menores com 2 a 4 mm de
espessura, identificadas, colocadas em “cassetes” para processamento de rotina e
inclusdo em parafina, sendo encaminhadas para o LMPB.

Os fragmentos foram entdo processados pela técnica histolégica de rotina
(desidratacdo, diafanizacdo, impregnacédo e inclusdo em parafina). Procedeu-se a
microtomia e as laminas histologicas confeccionadas foram coradas pela coloracao
de rotina Hematoxilina e Eosina (HE), seguido de observacdo e andlise em
microscépio da marca Nikon, modelo Eclipse E200 em diferentes aumentos (40 X, 100

X e 400 X) e registros fotogréficos.

4.4 Andlise estatistica

Os resultados foram avaliados quanto a normalidade por meio do teste
Kolmogorov-Smirnov, e para essa avaliacdo, um valor de p maior que 0,1 indica que
os dados foram considerados normais.

Como todos os dados foram considerados normais, utilizou-se entéo o teste de
Levene para a homocedasticidade, onde as variancias foram consideradas normais
guando o valor de p foi maior que 0,05.

Para as analises de ganho de peso e consumo alimentar, foi utilizada analise

de variancias (ANOVA) de medidas repetidas, sendo o fator DIA usado como
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repeticdo. Foi considerado estatisticamente significativo quando p foi menor que 0,05,
e o teste de Bonferroni foi utilizado para compara¢des multiplas.

Para os exames bioquimicos e hematologicos, utilizou-se o teste ANOVA
univariada juntamente com o teste de Bonferroni para comparag¢des multiplas. Foram
considerados significativamente diferentes quando p maior que 0,05.

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do programa IBM® SPSS

20.0 para Mac.



5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo das CuO-NPs

5.1.1 Andlise do tamanho de particula pela técnica de DLS

Na andlise de tamanho de particula das CuO-NPs, utilizando agua ultrapura
como meio dispersante, o valor médio encontrado foi de 166,9 + 2,54 nm. O PDI obtido

foi 0,169 e o potencial Zeta medido foi 16,7 + 0,86 mV.

5.1.2 Morfologia e tamanho de particula por microscopia eletrénica de transmissao

Na analise de MET, encontrou-se o tamanho médio de 25,17 + 8 nm para as
CuO-NPs. Elas apresentavam formado arredondado e aglomerados menores,
contendo menos particulas que os encontrados na amostra de CuO-MPs. O gréfico 1
apresenta a distribuicdo de tamanho das CuO-NPs. As figuras 2 e 3 séo referentes as

eletromicrografias de MET das CuO-NPs e das CuO-MPs, respectivamente.

Grafico 1 - Distribuicdo de tamanho das CuO-NPs analisadas nas imagens obtidas

por microscopia eletrénica de transmissao.
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Fonte: (Do autor, 2018).

Os ensaios foram realizados utilizando 1 mL de suspensao de CuO-NPs 5mg.mL, aplicada sobre
grade de cobre revestida por formvar e contrastadas com uranila recém centrifugada. Imagens obtidas
em microscoépio eletrénico de transmissao JEM 1230 e analisadas em software ImageJ.
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Figura 2 - Eletromicrografias de CuO-NPs.

Fonte: (Do autor, 2018).
A: Escala 1,0 cm:0,5 um. B: Escala 1,0 cm:0,2 um. C: Escala 1,0 cm:50 nm. D: Escala 1,0 cm:50 nm.

Analise realizada utilizando 1 mL de suspensédo de CuO-NPs 5mg.mL-1, aplicada sobre grade de cobre
revestida por formvar e contrastadas com uranila recém centrifugada. Imagens obtidas em microscopio
eletrdnico de transmissdo JEM 1230 e analisadas em software ImageJ.
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Figura 3 - Eletromicrografias de CuO-MPs.

A B

Fonte: (Do autor, 2018).

A: Escala 1,0 cm:2,0 um. B: Escala 1,0 cm:2,0 pm. C: Escala 1 cm:1,0 ym. D: Escala 1 cm:1,0 um.
Analise realizada utilizando 1 mL de suspensédo de CuO-MPs 5mg.mL-1, aplicada sobre grade de cobre
revestida por formvar e contrastadas com uranila recém centrifugada. Imagens obtidas em microscépio
eletrdnico de transmissdo JEM 1230 e analisadas em software ImageJ.
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5.1.3 Tamanho das CuO-NPs em diferentes valores de pH do trato gastrointestinal

Os valores encontrados em todos os pH estudados, e na 4gua ultrapura para
fins de comparagéo, encontram-se descritos na Tabela 1. O Gréfico 1 refere-se a
curva de dispersao dos tamanhos das CuO-NPs gerada em cada suspenséo.

Na analise do tamanho de particula das CuO-NPs utilizando diferentes meios
de dispersao, foi possivel observar que, com a alteracdo do pH do meio, as
nanoparticulas alteravam seu tamanho e potencial Zeta, de forma que, quanto mais
elevado o pH, maior eram as particulas e menor era o potencial — para o pH 7,2, por
exemplo, as CuO-NPs apresentaram tamanho médio de 1,57 um e potencial Zeta
médio de -46,20 mV, valores muito diferentes dos encontrados quando o meio
dispersante utilizado foi a 4gua ultrapura (vide item 4.1.1).
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Tabela 1 - Tamanho de particula, indice de Polidispers&o (PDI) e Potencial Zeta de

CuO-NPs, medidos em diferentes valores de pH

_ Meio Tamanho de Particula (nm) PDI Potencial Zeta (mV)

dispersante

Agua Ultrapura 166,9 + 2,54 0,169 16,70 + 0,86
pH 1,2 313,3 + 7,37 0,257 38,30 + 0,89
pH 4,5 1033,0 + 123,80 0,233 -0,36 + 0,57
pH 5,8 1017,0 + 163,90 0,273 -26,40 + 1,55
pH 6,8 1339,0 + 200,00 0,252 -36,70 + 1,85
pH 7,2 1571,0 + 134,00 0,278 -46,20 + 6,71

Os dados foram expressos em média + Erro padrdo da média (n = 5 medidas por meio
dispersante)

Fonte: (Do autor, 2017).

Gréfico 2 - Disperséo de tamanho em nm das CuO-NPs nos diferentes valores de pH

estudados e na agua ultrapura.
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Fonte: (Do autor, 2017).
Os ensaios foram realizados utilizando uma suspensao mée de CuO-NPs, que foi diluida com tampbdes

de cada pH estudado, ou agua. A presenca de picos Unicos demonstra a ocorréncia de sistemas
monodispersos.
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5.2 Avaliacédo dos sinais clinicos

Na avaliacdo dos sinais clinicos em ratos Wistar fémeas, ndo foram observadas
alteracdes na maioria dos padrfes estabelecidos. A Unica alteracdo encontrada foi na
coloracdo e consisténcia das fezes do grupo tratado com CuO-NPs 2000 mg.kg™.
Nesse caso, estas apresentavam aspecto negro brilhoso e estavam amolecidas,
diferente das demais, que se encontravam marrons e rigidas — tanto grupo controle
guanto outras doses testadas. O resultado encontra-se resumido na Tabela 2. N&o

ocorreram Obitos durante os 14 dias de observacéao.

Tabela 2 - Resultado da Avaliacédo dos Sinais Clinicos!, em ratos Wistar de sexo
feminino 14 dias apés a administracéo oral com dose Unica de CuO-NPs? e CuO-
MPs?,

Controle* 5 mg.kg* 50 mg.kg™* 300 mg.kg?* 2000 mg.kg™

Sem Sem Sem Sem Fezes
CuO-NPs alteracoes. alteracdes. alteracoes. alteracodes. alteradas.
Sem 6bitos. Sem ébitos. Sem 6bitos. Sem 6bitos. Sem o6bitos.

Sem Sem Sem Sem Sem
CuO-MPs alterages. alteracdes. alteracoes. alteracoes. alteracoes.

Sem 6bitos. Sem obitos. Sem 6bitos. Sem o6bitos. Sem 4bitos.

1Sinais clinicos avaliados: exploragédo; frémito vocal; resposta ao toque; ataxia; piloeregéo;
defecacgdo. ?Nanoparticulas de Oxido de cobre; *Microparticulas de Oxido de cobre; “Agua

ultrapura.

Fonte: (Do autor, 2017).

5.3 Avaliacdo do ganho de peso diario

Na avaliacdo do ganho de peso final, todos os animais dos grupos
experimentais e do grupo controle ganharam peso de forma similar. A evolugéo do
ganho de peso estd demonstrada nos Graficos 2 e 3, para 0s animais tratados com
as CuO-NPs e as CuO-MPs, respectivamente. Nao foram observadas diferencas
significativas no ganho de peso final dos animais dos grupos experimentais e em

relacdo aos dos grupos controle (p > 0,05).
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Grafico 3 - Peso de Ratos Wistar de sexo feminino, ao longo de 14 dias de observacao

apo6s a administracéo oral em dose Unica de CuO-NPs?,
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Fonte: (Do autor, 2017).

Os animais foram pesados diariamente, sempre no mesmo horario. Os resultados apresentados no
grafico representam a média do peso diario de cada grupo, com seu respectivo desvio padrdo, com n
=10 em todos os grupos. N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05).
INanoparticulas de 6xido de cobre.

Grafico 4 - Peso de Ratos Wistar de sexo feminino, ao longo de 14 dias de observacao

apo6s a administracdo oral em dose Unica de CuO-MPs!,
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Fonte: (Do autor, 2017).

Os animais foram pesados diariamente, sempre no mesmo horario. Os resultados apresentados no
grafico representam a média do peso diario de cada grupo, com seu respectivo desvio padrdo, com n
=10 em todos os grupos. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05).
IMicroparticulas de 6xido de cobre.
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5.3 Avaliacédo da ingestao alimentar diaria

Na avaliagédo da ingestao alimentar, foi observado que quase todos os animais
dos grupos experimentais e controle ingeriram o alimento ofertado de forma similar. A
Unica excecdo foi o grupo dos animais tratados com CuO-NPs na dose de 2000 mg.kg
1, cuja ingestdo alimentar foi inferior aos demais, somente no primeiro dia apés a
administragao, e o resultado encontrado foi estatisticamente significativo, com p valor
= 0,014. Os valores médios e seus respectivos desvios padrdes para cada dia estdo
contidos na Tabela 3 no caso dos animais tratados com CuO-NPs e na Tabela 4 para

os tratados com CuO-MPs.



Tabela 3 - Consumo diario de alimento, em gramas, por ratos Wistar de sexo feminino ao longo de 14 dias apos a

administracéo oral com dose Unica de CuO-NPs?.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Controle? 16,41 + 1,66 19,01 + 1,12 18,05 + 0,66 20,46 + 1,12 22,75 + 1,15
50 mg.kg-1 1396 + 1,85 17,37 += 1,65 16,50 = 0,78 18,95 + 0,60 22,69 + 1,40
300 mg.kg-1 10,74 + 1,64 1469 =+ 1,27 14,02 + 1,30 17,20 + 1,82 22,47 + 191
2000 mg.kg-1 8,38 =+ 1,44~ 1425 + 191 13,30 = 1,27 17,66 =+ 1,10 23,00 + 1,93
Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10
Controle? 20,51 + 0,84 19,01 + 0,83 20,06 + 0,87 19,26 + 0,54 20,03 + 0,58
50 mg.kg-1 1897 + 0,55 17,91 =+ 1,07 18,80 = 0,39 19,02 + 0,64 1897 + 0,54
300 mg.kg-1 18,37 + 0,86 17,85 + 0,58 17,36 = 0,36 17,85 + 0,45 1849 + 0,48
2000 mg.kg-1 1834 + 1,04 18,17 + 0,69 18,48 + 0,64 19,29 + 0,68 19,52 + 0,80
Dia 11 Dia 12 Dia 13 Dia 14
Controle? 20,33 + 1,34 20,47 + 1,02 20,60 + 0,97 19,62 + 0,98
50 mg.kg-1 17,74 + 0,64 1766 + 1,10 1841 + 1,21 17,60 + 0,76
300 mg.kg-1 18,18 + 0,93 17,71 = 1,21 1741 + 1,00 17,29 += 0,75
2000 mg.kg-1 18,89 + 0,89 19,08 + 0,92 18,83 + 0,96 18,73 + 0,62

Os dados foram expressos em média + Erro padrdo da média (n=10 por grupo experimental)

* Diferenca estatistica significativa em relagdo ao grupo controle (p < 0,05). ANOVA de medidas repetidas.
INanoparticulas de 6xido de cobre; 2Agua ultrapura.

Fonte: (Do autor, 2017).



Tabela 4 - Consumo diario de alimento, em gramas, por ratos Wistar de sexo feminino ao longo de 14 dias apos a

administracéo oral com dose Unica de CuO-MPs?.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Controle? 17,35 + 0,93 14,48 + 0,78 16,57 = 0,73 16,86 + 0,81 18,09 + 0,80
50 mg.kg-1 1593 + 0,54 15,11 + 0,54 16,73 + 0,75 17,39 + 0,45 16,72 =+ 0,77
300 mg.kg-1 17,02 + 0,27 14,67 + 0,77 17,01 = 0,70 18,41 + 0,72 19,20 = 0,99
2000 mg.kg-1 15,88 + 0,46 15,88 + 0,67 16,87 =+ 0,51 17,74 + 0,63 1799 + 0,71
Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10
Controle? 1851 + 0,57 18,70 = 0,57 1956 = 0,47 19,16 + 0,62 21,35 + 1,33
50 mg.kg-1 18,44 + 0,50 18,17 + 0,55 1794 + 0,70 17,96 + 0,65 22,72 + 1,14
300 mg.kg-1 19,81 + 0,80 19,38 + 0,49 19,49 + 0,88 18,83 + 0,68 1868 + 1,06
2000 mg.kg-1 19,37 + 0,39 19,19 + 0,61 19,72 + 0,47 18,59 + 0,42 19,08 + 1,31
Dia 11 Dia 12 Dia 13 Dia 14
Controle? 17,33 += 1,02 19,17 + 0,67 1921 + 0,74 18,69 + 0,65
50 mg.kg-1 16,96 + 0,61 18,81 + 1,27 17,77 + 0,79 18,38 + 0,60
300 mg.kg-1 19,74 + 1,37 1856 + 0,92 19,47 + 0,75 17,88 + 0,47
2000 mg.kg-1 17,31 + 0,76 18,54 + 0,89 19,04 + 0,64 18,62 + 0,54

Os dados foram expressos em média + Erro padrdo da média (n=10 por grupo experimental)

Sem diferencas estatisticas significativas em relagdo ao grupo controle (p < 0,05). ANOVA de medidas repetidas.
IMicroparticulas de 6xido de cobre; 2Agua ultrapura.

Fonte: (Do autor, 2017).
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5.4 Avaliacdo dos parametros hematoldgicos

Na avaliagdo dos parametros hematolégicos ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre 0s grupos controle e 0os grupos experimentais (p
> 0,05). Porém, em todos os grupos de animais, tanto no caso das CuO-NPs quanto
das CuO-MPs, bem como nos respectivos grupos controle, foram encontrados valores
fora da faixa de referéncia enviada pelo ICTB juntamente aos resultados das andlises,
para os parametros de hemoglobina (HGB) e plaquetas (Plaq). Os valores médios e

seus desvios padrdes estdo contidos na Tabela 5.



Tabela 5 - Avaliacdo hematoldgica de ratos Wistar de sexo feminino, 14 dias apos a administracdo oral com dose Unica de
CuO-NPs! ou CuO-MPs?,

Valores de 3 1 A 1
Referéncia Controle 50 mg.kg 300 mg.kg 2000 mg.kg

Hemacias 850 + 0.30 N 8,64 + 0,65 8,10 + 1,01 8,63 + 0,65 8,51 + 0,84
(milhdes/mm3) ' - ’ M 7,85 + 0,17 8,50 + 0,25 8,16 + 0,17 8,24 + 0,11
N 17,29 + 1,23 16,44 + 1,47 17,14 + 1,01 17,31 + 1,45

HGB (g/dL 850 + 0,50
(g/dL) M 16,01 + 0,30 16,77 + 0,41 16,46 + 0,38 16,80 + 0,28
N 51,11 + 3,00 47,93 + 5,40 50,66 + 2,57 51,27 + 3,81

Hct (%) 4740 + 7,20
M 4757 + 1,04 49,77 + 1,41 48,26 + 1,16 48,63 + 0,78
N 59,26 + 2,00 59,33 + 2,21 58,84 + 1,95 60,36 + 2,01

VCM (1) 57,50 + 1,90
M 60,75 + 1,56 58,61 + 0,47 59,11 + 0,27 59,03 + 0,52
N 19,98 + 0,47 20,42 + 1,08 19,90 + 0,52 20,37 + 0,56

HCM (pg) 19,00 + 0,90
M 20,41 + 0,26 19,79 + 0,20 20,16 + 0,12 20,39 + 0,25
N 33,81 + 0,67 34,40 + 1,19 33,84 + 0,46 33,73 + 0,50

HCMC (g/dL 33,10 + 0,80
(g/dL) M 3369 + 041 33,73 + 0,18 34,13 + 0,14 34,57 + 0,15
Leuco 670 + 260 N 6,89 + 2,97 419 + 1,91 4,36 + 1,68 4,43 + 2,13
(mil/mm3) ' a ’ M 5,76 + 0,59 5,04 + 1,02 4,43 + 0,70 5,89 + 0,68

Plag 60160 + 19200 N 1119,56 + 170,53 1016,89 + 190,28 925,43 + 296,89 1132,44 + 271,84

(mil/mm3) ’ B ' M 937,71 + 95,53 1115,43 + 77,63 1133,29 + 70,28 1018,57 + 86,92

N = Animais tratados com CuO-NPs; M = Animais tratados com CuO-MPs; HGB, Hemoglobina; Hct, Hematdcrito; VCM, volume corpuscular meédio;
HCM, hemoglobina corpuscular média; HCMC, concentracdo de hemoglobina corpuscular média; Leuco, Leucécitos Totais; Plaqg, Plaquetas.
INanoparticulas de 6xido de cobre; 2Microparticulas de 6xido de cobre; 3Agua ultrapura. Os dados foram expressos em média + Erro padréo da
média (n=10 por grupo experimental).

Fonte: (Do autor, 2017).
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5.5 Avaliacdo dos parametros bioquimicos

Na avaliacdo dos parametros bioquimicos referentes a proteinas e enzimas, no
caso das CuO-NPs, foram observadas diferencas estatisticamente significativas, em
relacdo ao grupo controle, somente para a enzima aspartato-aminotransferase (AST)
do grupo 2000 mg.kg?, de acordo com o teste de Bonferroni, com p = 0,041. O mesmo
valor também se encontrou fora da faixa de referéncia enviada pelo ICTB. Os valores
de creatinina cinase dos grupos controle e 50 mg.kg* também se encontraram fora da
faixa de referéncia. Estes resultados encontram-se descritos na Tabela 6.

No caso dos parametros bioquimicos referentes a nutrientes, para 0s grupos
tratados com CuO-MPs, foram observadas diferencas estatisticamente significantes,
de acordo como teste de Bonferroni, para o grupo 2000 mg.kg* em relagédo ao grupo
controle, no caso da glicose, com p = 0,001 e do fésforo, com p = 0,002. Estes
resultados estéo representados na Tabela 7.

Adicionalmente, em todos o0s grupos de animais, tanto no caso das CuO-NPs
guanto das CuO-MPs, e nos seus respectivos controles, foram encontrados valores
fora da faixa de referéncia enviada pelo ICTB juntamente aos resultados das andlises,
para os parametros de cloro, glicose e fosfatase alcalina. Os outros parametros
estudados ndo apresentaram variagao significante em relacdo ao grupo controle ou a

faixa de referéncia.



Tabela 6 - Avaliacédo bioquimica de enzimas e proteinas de ratos Wistar de sexo feminino, 14 dias apds a administracéo oral

com dose Unica de CuO-NPs! ou CuO-MPs2.

Valores de
o Controle® 50 mg.kg* 300 mg.kg™ 2000 mg.kg?
Referéncia

o N 0,62 + 0,10 0,58 + 0,11 0,51 + 0,04 0,44 + 0,05

Creatinina (mg/dL) 005 a 0,65
M 0,47 + 0,03 0,44 + 0,03 0,36 + 0,04 0,43 + 0,06
N 49,40 + 8,34 39,70 + 7,65 35,00 + 554 25,40 + 2,77 *

AST (U/L) 39,00 a 111,00
M 31,78 + 4,24 38,14 + 554 28,25 + 3,44 21,63 + 3,04
N 37,90 + 4,54 37,67 + 3,46 37,38 + 4,05 38,33 + 2,81

ALT (U/L) 20,00 a 61,00
M 35,67 + 3,65 43,14 + 2,85 36,88 + 1,96 37,63 + 3,56
N 339,10 + 182,83 356,80 + 166,01 213,75 + 98,34 147,70 + 98,49

CK (U/L) 48,00 a 340,00
M 115,33 + 47,93 152,00 + 49,05 211,13 + 41,61 209,13 + 93,27
Fosfatase alcalina N 10,80 £ 0,55 10,80 + 0,53 10,63 + 0,63 10,00 = 0,00

16,00 a 302,00
(U/L) M 10,22 + 0,22 10,86 + 0,86 10,38 + 0,38 12,13 + 1,39
N 5,38 + 0,07 523 + 0,10 540 + 0,08 525 + 0,06

Ptns (g/dL) 530 a 6,90
M 513 £ 0,10 527 £ 0,11 545 £ 0,11 549 £ 0,11

N = Animais tratados com CuO-NPs; M = Animais tratados com CuO-MPs

AST, Aspartato Aminotransferase; ALT, Alanina Aminotransferase; CK, Creatinina Cinase; Ptns, Proteinas Totais
Nanoparticulas de 6xido de cobre; 2Microparticulas de 6xido de cobre; *Agua ultrapura.

Os dados foram expressos em média * Erro padrao da média (n=10 por grupo experimental)
*Diferenca estatistica significativa em relagdo ao grupo controle (p < 0,05): ANOVA seguida de teste de Bonferroni.

Fonte: (Do autor, 2017).



Tabela 7 - Avaliacédo bioquimica de sais, glicose e colesterol de ratos Wistar de sexo feminino, 14 dias apds a administracao

oral com dose Unica de CuO-NPs?! ou CuO-MPs2.

Valores de
o Controle® 50 mg.kg? 300 mg.kg™ 2000 mg.kg?
Referéncia
o N 139,90 + 0,86 140,10 + 1,14 141,25 + 0,94 141,70 + 0,65
Sodio (mEg/L) 135,00 a 146,00
M 143,56 + 0,77 144,57 + 0,90 145,38 + 0,80 145,25 + 0,92
N 84,90 + 1,43 87,80 + 1,44 86,75 + 1,35 89,80 + 0,53
Cloro (mmol/L) 96,00 a 107,00
M 90,67 + 1,35 91,86 + 0,63 93,00 + 1,09 91,25 + 0,56
_ N 190,00 + 11,45 152,70 + 3,94 201,75 £+ 19,08 148,80 + 10,99
Glicose (mg/dL) 50,00 a 135,00
M 156,44 + 10,22 199,57 + 18,45 185,63 + 10,64 236,13 + 15,78*
N 6,50 + 0,49 548 + 0,35 7,90 + 0,59 7,63 + 0,67
Fosforo (mg/dL) 580 a 11,20
M 7,82 + 0,27 8,83 = 0,39 8,96 + 0,35 9,84 + 0,49*
Colesterol N 47,40 + 1,66 47,30 + 2,19 47,13 + 1,37 50,89 + 3,09
20,00 a 92,00
(mg/dL) M 48,33 + 2,21 47,14 + 1,39 53,50 + 4,50 50,13 + 3,07

N = Animais tratados com CuO-NPs; M = Animais tratados com CuO-MPs

INanoparticulas de 6xido de cobre; 2Microparticulas de 6xido de cobre; 3Agua ultrapura.

Os dados foram expressos em média + Erro padréo da média (n=10 por grupo experimental)

*Diferenca estatistica significativa em relacéo ao grupo controle (p < 0,05): ANOVA seguida de teste de Bonferroni.

Fonte: (Do autor, 2017).
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5.6 Avaliacdo anatomopatoldgica

Durante o exame anatomopatolégico, ndo foram encontradas alteracdes
macroscopicas nos rins, baco, figado e cérebro dos animais administrados com as
CuO-NPs e as CuO-MPs, nem nos grupos controle (agua ultrapura), conforme
apresentado na Tabela 8. Os 6rgdos analisados estavam nas posicdes fisioldgicas

esperadas, com aspecto e coloragcdo normais.

Tabela 8 - Resultados anatomopatolégicos do exame macroscopico em
orgaos de ratos Wistar do sexo feminino, 14 dias apds administracao oral
com dose Unica de CuO-NPs! ou CuO-MPs?.

Controle® 50 mg.kg* 300 mg.kg? 2000 mg.kg*

CuO-NPs?

Rins N N N N
Baco N N N N
Figado N N N N
Cérebro N N N N
CuO-MPs?

Rins N N N N
Baco N N N N
Figado N N N N
Cérebro N N N N

N = N&o foram observadas altera¢Bes anatomopatolégicas

(n = 10 animais por grupo experimental)

INanoparticulas de 6xido de cobre; 2Microparticulas de 6xido de cobre; 2Agua ultrapura.
Fonte: (Do autor, 2017).
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5.7 Avaliacédo dos pesos dos 6rgaos isolados

Apébs a avaliacdo macroscopica, os 6rgaos selecionados no item 4.3.6 foram
retirados e pesados. Ndo foram observadas alteragcdes nos pesos absolutos dos
orgaos analisados. Os resultados da pesagem se encontram descritos na tabela 9

para os animais tratados com CuO-NPs e CuO-MPs.

Tabela 9 - Peso absoluto, em gramas, de 6rgdos isolados de ratos Wistar de sexo
feminino, 14 dias ap6s a administracdo oral com dose Unica de CuO-NPs?! ou CuO-
MPs?,

Controle® 50 mg.kg? 300 mg.kg* 2000 mg.kg?
CuO-NPs?
Rins 2,01 £ 0,09 1,84 + 0,04 1,85 + 0,05 1,84 + 0,05
Baco 0,70 £ 0,02 0,63 + 0,03 0,59 + 0,02 0,65 + 0,03
Figado 7,84 + 0,26 752 + 0,16 7,68 + 0,27 7,61 + 0,16
Cérebro 2,05 + 0,03 2,07 + 0,03 2,01 + 0,02 2,02 + 0,03
CuO-MPs?
Rins 1,92 = 0,06 1,93 = 0,04 1,98 = 0,04 191 = 0,04
Baco 0,72 = 0,03 0,70 = 0,03 0,69 = 0,03 0,72 = 0,03
Figado 7,89 £ 0,24 7,98 + 0,28 8,63 = 0,18 8,54 = 0,10
Cérebro 2,05 £ 0,03 2,04 £ 0,03 2,00 £ 0,03 2,03 £ 0,04

Os dados foram expressos em média + Erro padrdo da média
(n=10 por grupo experimental) )
Nanoparticulas de 6xido de cobre; ?Microparticulas de 6xido de cobre; 3Agua ultrapura.

Fonte: (Do autor, 2017).
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5.8 Avaliacéo histopatoldgica dos 6rgaos selecionados

Os achados histoldgicos para os figados dos ratos Wistar de sexo feminino
tratados com CuO-NPs e CuO-MPs se encontram resumidos na Tabela 10. As
Figuras 2 e 3 apresentam as fotomicrografias referentes ao figado de um animal de
cada grupo tratado com CuO-NPs, sendo (A) grupo controle, (B) 50 mg.kg?, (C) 300
mg.kg?! e (D) 2000 mg.kg?. Nas Figura 4 e 5, encontram-se as fotomicrografias dos
figados dos animais tratados com CuO-MPs, seguindo a mesma légica em ambas as
imagens. Nao foram notadas diferencas significativas, para a maioria dos achados
histoldgicos, entre os controles e os grupos de animais tratados com CuO-NPs ou
CuO-MPs, com excecao da megalocitose, que nao foi observada nos grupos

controle.

Tabela 10 - Analise histopatologica do figado de ratos Wistar de sexo feminino, 14

dias apds a administracéo oral com dose Unica de CuO-NPs! ou CuO-MPs?.

CuO-NPs? Controle®* 50 mg.kg? 300 mg.kg? 2000 mg.kg*
Sinusoides dilatados + + + +
Hiperemia portal ++ ++ ++ ++
Binucleacgéo ++ ++ ++ ++
_Degeneragéo \I/e}cuolar + N N N
intracitoplasmatica
Megalocitose - 4% +* %

CuO-MPs? Controle 50 mg.kg?' 300 mg.kg? 2000 mg.kg?
Sinusoides dilatados + + + +
Hiperemia portal ++ ++ ++ ++
Binucleagéo ++ ++ ++ ++
Dege_nera(;éo \,/a_lcuolar . N N N
intracitoplasmaética
Megalocitose - +* +* %

- - Auséncia
+ : Discreto

++ : Moderado

* . Resultados diferentes em relacdo ao respectivo grupo controle

Os resultados estdo expressos em média de achados em triplicata de érgéos analisados

INanoparticulas de 6xido de cobre; 2Microparticulas de 6xido de cobre; 3Agua ultrapura.
Fonte: (Do autor, 2017).
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Figura 4 - Fotomicrografias (200x) de cortes histolégicos de figado de ratos Wistar de

sexo feminino 14 dias apés administracédo oral Gnica de CuO-NPs?,

Fonte: (Do autor, 2017).

A: Grupo controle (adgua ultrapura); B: CuO-NPs 50 mg.kg™?; C: CuO-NPs 300 mg.kg?; D: CuO-NPs
2000 mg.kg*t. Aumento de 200x. LAminas coradas por hematoxilina-eosina. Indicagdes: H = hiperemia
portal; L = foco de linfécitos; M = megalocitose; S = sinusdides dilatados; Setas brancas = binucleacgéo.
INanoparticulas de dxido de cobre.
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Figura 5 - Fotomicrografias (400x) de cortes histolégicos de figado de ratos Wistar de

sexo feminino 14 dias apés administracédo oral Gnica de CuO-NPs?,

Fonte: (Do autor, 2017).

A: Grupo controle (adgua ultrapura); B: CuO-NPs 50 mg.kg™?; C: CuO-NPs 300 mg.kg?; D: CuO-NPs
2000 mg.kg®. Aumento de 400x. Laminas coradas por hematoxilina-eosina. Indicagbes: M =
megalocitose; S = sinusoides dilatados; Setas brancas = binucleacdo; Setas pretas = degeneragdo
vacuolar intracitoplasmatica. *Nanoparticulas de 6xido de cobre.
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Figura 6 - Fotomicrografias (200x) de cortes histolégicos de figado de ratos Wistar de

sexo feminino 14 dias apés administracdo oral Gnica de CuO-MPs?.

A: Grupo controle (dgua ultrapura); B: CuO-MPs 50 mg.kg?; C: CuO-MPs 300 mg.kg?; D: CuO-MPs
2000 mg.kgt. Aumento de 200x. Laminas coradas por hematoxilina-eosina. Indicacdes: H = hiperemia
portal; S = sinusoides dilatados; Setas brancas = binucleagdo. *Microparticulas de 6xido de cobre.
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Figura 7 - Fotomicrografias (400x) de cortes histolégicos de figado de ratos Wistar de

sexo feminino 14 dias apés administracdo oral Gnica de CuO-MPs?,

Fonte: (Do autor, 2017).

A: Grupo controle (dgua ultrapura); B: CuO-MPs 50 mg.kg?; C: CuO-MPs 300 mg.kg?; D: CuO-MPs
2000 mg.kg!l. Aumento de 400x. Laminas coradas por hematoxilina-eosina. Indicacdes: M =
megalocitose; S = sinusdides dilatados; Setas brancas = binucleagdo; Setas pretas = degeneragéo
vacuolar intracitoplasmatica. *Microparticulas de éxido de cobre.
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Os achados histolégicos para os rins dos ratos Wistar tratados com CuO-NPs
e CuO-MPs se encontram resumidos na Tabela 11. As Figuras 6 e 7 apresentam as
fotomicrografias referentes aos rins de um animal de cada grupo tratado com CuO-
NPs, sendo (A) grupo controle, (B) 50 mg.kg?, (C) 300 mg.kg™* e (D) 2000 mg.kg™.
Nas Figuras 8 e 9, temos as micrografias dos rins dos animais tratados com CuO-
MPs, seguindo a mesma légica de distribuicdo da imagem. Nao foram notadas
diferencas significativas entre os controles e os grupos de animais tratados com CuO-
NPs ou CuO-MPs.

Tabela 11 - Andlise histopatolégica dos rins de ratos Wistar de sexo feminino, 14
dias ap6s a administracéo oral com dose Unica de CuO-NPs! ou CuO-MPs?

CuO-NPst Controle® 50 mg.kg? 300 mg.kg? 2000 mg.kg?

Hiperemia cortical e medular S S S S

Mineralizagdo na luz dos tubulos

+ + + +
renais entre cortical e medular
CuO-MPs? Controle® 50 mg.kg? 300 mg.kg? 2000 mg.kg?
Hiperemia cortical e medular S S S S
Mineralizagdo na luz dos tubulos
+ + + +

renais entre cortical e medular

- - Auséncia

+ : Discreto

S:Sim

INanoparticulas de 6xido de cobre; 2Microparticulas de 6xido de cobre; 2Agua ultrapura.

Os resultados estdo expressos em média de achados em triplicata de érgaos analisados
Fonte: (Do autor, 2017).
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Figura 8 - Fotomicrografias (100x) de cortes histolégicos de rim de ratos Wistar de
sexo feminino 14 dias apés administracédo oral Gnica de CuO-NPs?,

. P " & : -
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Fonte: (Do autor, 2017).
A: Grupo controle (dgua ultrapura); B: CuO-NPs 50 mg.kg?; C: CuO-NPs 300 mg.kg?; D: CuO-NPs
2000 mg.kg*. Aumento de 100x. Laminas coradas por hematoxilina-eosina. Indicacdes: H = hiperemia;

M = mineralizagdo na luz tubular. *Nanoparticulas de 6xido de cobre.
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Figura 9 - Fotomicrografias (200x) de cortes histolégicos de rim de ratos Wistar de

sexo feminino 14 dias apés administracédo oral Gnica de CuO-NPs?,

Fonte: (Do autor, 2017).

A: Grupo controle (agua ultrapura); B: CuO-NPs 50 mg.kg; C: CuO-NPs 300 mg.kg?; D: CuO-NPs
2000 mg.kgt. Aumento de 200x. Laminas coradas por hematoxilina-eosina. Indicacdes: H = hiperemia;
M = mineralizagdo na luz tubular. *Nanoparticulas de 6xido de cobre.
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Figura 10 - Fotomicrografias (100x) de cortes histoldgicos de rim de ratos Wistar de

sexo feminino 14 dias apés administracdo oral Gnica de CuO-MPs?,

Fonte: (Do autor, 2017).

A: Grupo controle (agua ultrapura); B: CuO-MPs 50 mg.kg?; C: CuO-MPs 300 mg.kg?; D: CuO-MPs
2000 mg.kgt. Aumento de 100x. Laminas coradas por hematoxilina-eosina. Indicacdes: G=
glomérulo; H = hiperemia; M = mineraliza¢édo na luz tubular. *Microparticulas de 6xido de cobre.
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Figura 11 - Fotomicrografias (200x) de cortes histologicos de rim de ratos Wistar de
sexo feminino 14 dias apés administracdo oral Gnica de CuO-MPs?,
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Fonte: (Do autor, 2017).
A: Grupo controle (dgua ultrapura); B: CuO-MPs 50 mg.kg?; C: CuO-MPs 300 mg.kg?; D: CuO-MPs
2000 mg.kgt. Aumento de 200x. LAminas coradas por hematoxilina-eosina. Indicagdes: H = hiperemia

M = mineralizacao na luz tubular. *Microparticulas de éxido de cobre.

Na analise histopatolégica do baco dos animais tratados tanto com CuO-NPs
guanto com CuO-MPs, e nos dois grupos controle, foram encontrados hiperemia na
polpa branca, foliculos de Malpighi evidentes e megacariocitos. As Figuras 10 e 11
apresentam as fotomicrografias referentes aos bacos dos animais tratados com CuO-
NPs e as figuras 12 e 13 os bacos dos animais tratados com CuO-MPs, sendo (A)
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grupo controle, (B) 50 mg.kg?, (C) 300 mg.kg? e (D) 2000 mg.kg' em ambas as
imagens. Nao foram notadas diferencas significativas entre os controles e 0s grupos
de animais tratados com CuO-NPs ou CuO-MPs.

Figura 12 - Fotomicrografias (100x) de cortes histoldgicos de baco de ratos Wistar de
sexo feminino 14 dias apés administracdo oral Gnica de CuO-NPs?,

Fonte: (Do autor, 2017).

A: Grupo controle (agua ultrapura); B: CuO-NPs 50 mg.kg?; C: CuO-NPs 300 mg.kg?®; D: CuO-NPs
2000 mg.kg*. Aumento de 100x. Laminas coradas por hematoxilina-eosina. Indicag¢des: F = foliculo
de Malpighi; H = hiperemia. INanoparticulas de éxido de cobre.
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Figura 13 - Fotomicrografias (200x) de cortes histoldgicos de baco de ratos Wistar de

sexo feminino 14 dias apés administracédo oral Gnica de CuO-NPs?,
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Fonte: (Do autor, 2017).

A: Grupo controle (adgua ultrapura); B: CuO-NPs 50 mg.kg?; C: CuO-NPs 300 mg.kg?; D: CuO-NPs
2000 mg.kg™. Aumento de 200x. Laminas coradas por hematoxilina-eosina. Indicac¢des: F = foliculo de
Malpighi; H = hiperemia; M = megacariocito. tNanoparticulas de 6xido de cobre.
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Figura 14 - Fotomicrografias (100x) de cortes histoldgicos de baco de ratos Wistar de

sexo feminino 14 dias apés administracdo de CuO-MPs?.

Fonte: (Do autor, 2017).

D: CuO-MPs
= foliculo de

-
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oes:

A: Grupo controle (agua ultrapura); B: CuO-MPs 50 mg.kg?; C: CuO-MPs 300 mg.kg

2000 mg.kgt. Aumento de 100x. Laminas coradas por hematoxilina-eosina. Indicag

hiperemia. Microparticulas de 6xido de cobre.

Malpighi; H
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Figura 15 - Fotomicrografias (200x) de cortes histoldgicos de baco de ratos Wistar de

sexo feminino 14 dias apés administracdo oral Gnica de CuO-MPs?,

W3 ST RIRN To%
SRR

Fonte: (Do autor, 2017).

A: Grupo controle (dgua ultrapura); B: CuO-MPs 50 mg.kg?; C: CuO-MPs 300 mg.kg?; D: CuO-MPs
2000 mg.kgt. Aumento de 200x. Laminas coradas por hematoxilina-eosina. Indicacdes: F = foliculo de
Malpighi; M = megacariécito. *Microparticulas de 6xido de cobre.
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6 DISCUSSAO

Uma vez que o principal material utilizado nesse estudo foram as
nanoparticulas — os ensaios com as microparticulas foram realizados para fins de
comparacao da toxicidade entre elas —, o0 primeiro passo a ser dado era a sua
caracterizacdo, para confirmar que seu tamanho se encontrava na escala
nanomeétrica, e termos noc¢ao de seu formato.

Na andlise do tamanho do diametro hidrodindmico da particula, que associa o
diametro real da particula a contra-ions e camadas de hidratacdo que difundem junto
dela (NOMURA et al., 2013), obtivemos o valor médio de 166,9 + 2,54 nm, que se
encontraria fora da faixa preconizada pela ISO para NPs (ISO, 2010). Contudo, esta
andlise ndo mensura o real tamanho das NPs, e sim do seu didmetro hidrodinamico.
Por este motivo, a andlise por MET se faz necessaria, para termos uma nocéo do
formato e do tamanho seco das NPs.

Na MET, no caso das CuO-NPs, o tamanho médio encontrado foi de 25,17 + 8
nm, estando dentro da faixa preconizada pela ISO. As NPs se apresentavam em
pequenos aglomerados, com poucas particulas em cada um, sendo possivel
mensura-las separadamente. 102 nanoparticulas foram medidas e a maior parte se
encontrava na faixa de 20 a 50 nm. No caso das CuO-MPs, observou-se a formacéo
de grandes aglomerados de particula, de tamanhos micrométricos. A menor particula
possivel de ser mensurada, foi um aglomerado de cerca de 150 nm. Todos os
aglomerados se encontravam na faixa de 150 nm a 5 um, tamanho maximo fornecido
pelo fabricante na ficha de andalise do produto (anexo 2).

Sobre o potencial Zeta encontrado no trabalho, para a suspenséao utilizando
agua ultrapura como meio dispersante, 16,7 + 0,86 mV, ao levarmos em conta a
referéncia consultada, podemos supor que a suspensdo de NPs em agua nao
apresentava uma estabilidade muito alta. Por este motivo, as suspensodes utilizadas
Nos ensaios in vivo eram sempre preparadas pouco tempo antes das administracoes,
e agitadas logo antes de serem fornecidas ao animal.

No caso da analise do PDI, obtivemos o valor de 0,169 para a suspensao em
agua ultrapura. Por se tratar de um valor baixo, acreditamos que o sistema foi do tipo
monodisperso. O Grafico 01 da secéao 4.1.3 também corrobora essa informacéo,

demonstrando que so6 existe uma populacédo de NPs no ensaio com agua.
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Na andlise do tamanho das CuO-NPs em diferentes meios dispersantes, a
intencdo era de mimetizar os valores de pH do TGl humano, para termos uma idéia
de como as nanoparticulas estudadas se comportariam caso fossem deglutidas. Os
meios de disperséo utilizados estdo descritos na Farmacopeia Americana como
solucdes que mimetizam os diferentes valores de pH encontrados no TGl humano, e
sao utilizadas em ensaios de dissolucdo de medicamentos (REAGENTS, 2016).

Nesse ensaio, notamos que conforme o valor do pH aumentava — como ocorre
em humanos, onde o pH vai aumentando ao longo do TGI (AIRES, 2012) —, as CuO-
NPs também aumentavam de tamanho, provavelmente devido a aglomeracédo das
mesmas. Com isso, podemos imaginar que, caso um humano ingerisse uma
determinada quantidade de CuO-NPs, elas poderiam chegar ao final do intestino na
forma de grandes aglutinados de tamanho micrométrico.

No pH que seria proximo ao gastrico — pH 1,2 — notamos que as NPs dissolviam
com o passar do tempo, especialmente quando eram agitadas no banho de ultrassom.
Acreditamos que esse fendmeno tenha ocorrido devido a uma reacao de reducao do
CuO em meio acido, levando a formacédo de ions cupricos e agua, como descrito na

equacao quimica:

CuO(s) + 2 HzO*(aq) — Cu?*(aq) + 3 H20(l).
Equacao 03: Reacéo de reducdo do CuO em meio acido

Esses achados séo similares aos de Kim e colaboradores (2016), no estudo
envolvendo Cu-NPs. Assim como no presente trabalho, os pesquisadores observaram
que as NPs de cobre metélico dissolviam quase por completo em pH 1,5, e agregavam
em pH acima de 6.

Essa liberacdo de ions Cu?* pode ser relevante para a toxicidade das CuO-NPs
gue fossem ingeridas por humanos, uma vez que estudos demonstraram que o ion é
mais toxico que as NPs em diferentes matrizes (PIRET et al., 2012; THIT et al. 2016,
2017; ROTINI et al., 2017; ROTINI et al., 2018).

Outro ponto a ser considerado sdo os valores de potencial Zeta obtidos no
ensaio que, como discutido anteriormente, indicam o quao estavel é a suspensao.
Porém, o pH € uma caracteristica capaz de afetar o potencial Zeta. Por exemplo: se
uma particula em suspenséo possui potencial Zeta negativo, uma vez que se adicione

uma base a esta suspensao, as particulas presentes nela tenderdo a adquirir cargas
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mais negativas. Se acidos sao adicionados, eventualmente a neutralidade das cargas
sera atingida, com posterior alteracdo da carga para positiva. Ou seja, o0 potencial Zeta
sera positivo em pH &cido, e negativo em pH basico (MALVERN, 2004).

Essa alteragao no potencial Zeta foi observada no ensaio, como representado
na Tabela 01, do item 4.1.3. Conforme o pH foi alterado para basico, o potencial Zeta
tornou-se mais negativo, e o inverso ocorreu para os pH com carater acido.

Sobre o PDI desta andlise, todos os valores encontrados foram considerados
baixos, demonstrando que, apesar de variar o tamanho das CuO-NPs de acordo com
0 aumento ou reducdo do pH do meio, os sistemas continuaram se apresentando
monodispersos, como comprovado no Grafico 01 da secao 4.1.3.

No entanto, os valores encontrados com os pH estudados ndo podem ser
utilizados em conjunto com os dados obtidos nos experimentos in vivo, uma vez que
o TGI dos ratos apresenta valores de pH diferentes dos humanos. No Quadro 4
abaixo, adaptado de McConnell, Basit e Murdan (2008), encontram-se o0s valores
médios do pH em diferentes areas do TGl de ratos, tanto em jejum quanto

alimentados.

Quadro 4 - Valores médios de pH do trato gastrointestinal de ratos.

Média de pH
Alimentado Em jejum
Estébmago 3,20 3,90
Duodeno 5,00 5,89
Jejuno 5,10 6,13
fleo 5,94 5,93
Cecum 5,90 6,58
Célon Proximal 5,51 6,23
Célon Distal 577 5,88

Fonte: (Adaptado de MCCONNELL; BASIT; MURDAN, 2008).

Apesar dos valores de pH utilizados no estudo ndo serem iguais aos
encontrados no TGI de ratos, podemos utilizar os dados obtidos para supor como as
CuO-NPs se comportaram ao longo do TGI destes. Como 0s animais estavam em
jejum de 12 horas antes do inicio do ensaio, pode-se assumir que o pH estomacal, no

momento da administragdo das NPs, era em torno de 3,90. Com isso, realizando uma
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aproximacédo com o pH 4,5 estudado no ensaio, é possivel questionar se, ao entrar
em contato com o estdbmago do animal, as CuO-NPs administradas formaram
aglomerados com tamanho aproximado de 1 micrdmetro, uma vez que o tamanho
medido para esse pH foi de aproximadamente 1033 nm, como demonstrado na tabela
01 do item 5.1.3. Contudo, apesar de terem aglomerado, estas ainda sdo NPs,
podendo apenas apresentarem liberacdo diferenciada em relacdo as nao-
aglomeradas.

O mesmo questionamento pode ser realizado para as outras partes do TGI dos
animais, uma vez que em todos os valores de pH testados acima de 4,5, o tamanho
de particula se manteve acima de 1000 nm, saindo daquela que € preconizada como
faixa de escala nanométrica (1SO, 2010).

O estudo de toxicidade oral aguda é o primeiro dos testes toxicologicos in vivo
gue precisam ser realizados no desenvolvimento de novos materiais que podem afetar
de alguma forma a saude da populacdo. Seu principal objetivo € iniciar a
caracterizacao do perfil toxicolégico da substancia, através da administracdo Unica (ou
dividida ao longo de 24 horas) da mesma e observacdo dos animais ao longo de um
determinado tempo para verificar a ocorréncia de efeitos téxicos que possam ser
provenientes da substancia ou um de seus metabolitos, identificacdo de érgéos alvos,
possiveis efeitos nas funcgdes fisioldgicas, hematoldgicas e bioquimicas, além de
alteracdes anatdmicas e histopatoldgicas (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2013).

Uma vez que foram encontrados estudos na literatura demonstrando que a
toxicidade das CuO-NPs é mais severa que das CuO-MPs, tanto in vitro (MANCUSO;
CAO, 2014; KARLSSON et al., 2009) quanto in vivo (YOKOHIRA et al., 2008),
optamos por realizar o ensaio de toxicidade aguda oral de maneira comparativa entre
as NPs e as MPs. Para isso, utilizamos CuO comercial, com teor de 98% da marca
Sigma-Aldrich, cuja ficha analitica encontra-se apresentada no Anexo 1.

A manutencado dos niveis de cobre como elemento traco essencial € funcao
principalmente do figado, que auxilia tanto na sua absor¢gdo quanto na excreta,
dependendo do necessario naquele momento. A excreta principal de cobre se da pela
conjugacgao com a bile e posterior eliminagéo nas fezes, apesar de tragos do elemento
também serem excretados pela urina (IPCS, 1998).

Dentre os sinais clinicos avaliados, a unica diferenca observada foram as fezes

do grupo de animais tratados com CuO-NPs na dose de 2000 mg.kg!. Estas se
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encontravam com consisténcia amolecida e coloracao negra brilhosa. De acordo com
a literatura, o brilho nas fezes pode ser devido a esteatorréia — excreta elevada de
lipideos —, indicando um possivel dano transitério — uma vez que no quinto dia de
observacéo as fezes j4 se encontravam normais — no TGI dos animais desse grupo.
Algumas das possiveis causas dessa condicdo sao a obstrucédo dos canais biliares,
insuficiéncia pancreatica, fibrose cistica, ou dano hepatico (CHEIFETZ et al., 2011).
Em relacdo a coloragéo negra das fezes, sugere-se que as CuO-NPs tenham sido
excretadas por esta via nos primeiros dois dias, assim como ocorreu com as Cu-NPs
no ensaio de Kim e colaboradores (2016).

Apesar dos poucos ensaios in vivo utilizando CuO-NPs nao relatarem efeito
toxico similar ao encontrado no presente estudo, Chen e colaboradores (2006)
notaram que os animais apresentaram diarreia e reducdo da apeténcia, apis serem
tratados com Cu-NPs, demonstrando que o metal cobre, bem como o ion Cu?* podem
causar danos ao TGI.

Embora ndo tenhamos dados sobre a quantidade de ions Cu?* liberados a partir
das CuO-NPs para a corrente sanguinea, Privalova e colaboradores (2014)
demonstraram a ocorréncia desse fendmeno, e também observaram que as CuO-
NPs, quando administradas por via intraperitoneal, foram capazes de induzir dano
hepatico em exame de histopatologia.

Acreditamos entdo que as fezes alteradas encontradas nos animais tratados
com a dose de 2000 mg.kg' de CuO-NPs podem ter sido geradas por esteatorréia
causada por danos ao TGl — especialmente ao figado —, possivelmente por ions Cu?*
liberados das CuO-NPs.

Uma vez que a mesma situagcdo ndo foi observada no caso dos animais
tratados com CuO-MPs, acreditamos que estas sejam menos hepatotoxicas que as
CuO-NPs, o que estaria de acordo com Piret e colaboradores (2012), que, apesar de
nao terem utilizado MPs nos seus ensaios, demonstraram que NPs de 80 nm geram
menos efeitos citotoxicos a hepatdcitos que as de 50 nm, sugerindo assim que o
tamanho de particula € diretamente proporcional ao dano gerado pelo CuO.

O ganho de peso dos animais ndo apresentou resultados estatisticamente
significativos, levando a concluir que tanto os animais tratados com as CuO-NPs
quanto com as CuO-MPs se desenvolveram na velocidade normal, quando

comparados com 0s respectivos grupos controle, e, de acordo com a literatura, todos
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ganharam peso de acordo com o esperado para a espécie (LAPCHIK; MATTARAIA,
KO, 2009).

Em relacdo a ingestédo alimentar, no caso do grupo de animais que recebeu a
administracdo de CuO-NPs na dose de 2000 mg.kg?, somente no primeiro dia esta
foi estatisticamente diferente dos grupos controle e os tratados com outras doses.
Contudo, nos dias subsequentes, a quantidade de racdo consumida por esses animais
foi normalizada, e nao foram observados outros resultados estatisticamente
significantes. Como o volume de NPs necessario para obtermos essa dose €
consideravelmente elevado — quase 7 vezes maior que a segunda maior dose, de 300
mg.kg? —, acreditamos que o esvaziamento gastrico desse grupo tenha ocorrido de
forma mais demorada, levando ao baixo consumo de alimento nesse dia. Essa
diferenca ndo foi observada no grupo dos animais tratados com CuO-MPs,
provavelmente pela mesma justificativa de volume. Uma vez que as particulas
micrométricas sdo maiores e mais densas, o volume necessario para atingirmos a
dose foi menor, permitindo que o esvaziamento gastrico ocorresse mais rapidamente.

De acordo com a literatura consultada, esses animais consomem por dia cerca
de 5 a 10 g de racdao/100g de peso corporal (LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2009),
estando todos os grupos estudados dentro dessa faixa de normalidade, inclusive o
tratado com CuO-NPs 2000 mg.kg?, apdés o segundo dia de alimentacdo pos-
administracao.

Dentre os parametros hematologicos avaliados, ndo foram observadas
alteracdes estatisticamente significativas entre os animais, nem quando comparados
com 0s respectivos grupos controle. Contudo, ao recebermos os resultados dos
exames, também nos foram enviados os valores de referéncia utilizados no ICTB e
notamos que, para todos os grupos de animais, os valores de hemoglobina e
plaguetas se encontravam fora da faixa.

Exemplificando, os valores de HGB encontrados para os grupos controle de
CuO-NPs e CuO-MPs foram, respectivamente, 17,29 £ 1,23 g/dL e 16,01 + 0,30 g/dL,
enquanto a referéncia do ICTB é 8,50 + 0,50 g/dL, ou seja, aproximadamente a
metade dos valores encontrados. No caso das plaquetas, encontramos 1119,56 *
170,53 mil/mm3 e 937,71 + 95,53 mil/mm?3, enquanto a referéncia seria 601, 60 +
192,00 mil/mms.

Na literatura encontramos dados de parametros hematoldgicos, para ratos

Wistar do sexo feminino da mesma cepa utilizada nesse estudo, provenientes de
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outros biotérios ao redor do pais, como os das Universidades Federais da Paraiba
(CASTELLO BRANCO et al., 2011) e do Sergipe (MELO et al., 2012), da Universidade
Luterana do Brasil (SILVA et al., [s.d.]) e da Universidade Tiradentes (LIMA et al.,
2014), que apresentam valores para HGB e plaquetas similares aos encontrados nos
Nossos experimentos, como resumido no Quadro 5 abaixo. Esse fato nos leva a crer
que, uma vez que é imprescindivel que cada biotério estabeleca seus proprios valores
de referéncia (DANTAS et al., 2006), talvez seja necessaria uma reavaliacdo dos
valores preconizados pelo ICTB, com a realizagdo de novos ensaios com um pool

atual de animais.

Quadro 5 - Valores de referéncia para hemoglobina e plaguetas de ratos Wistar de sexo
feminino do ICTB e de quatro outros biotérios brasileiros.

ICTB UFPB UFSE uLB Univ. Tiradentes

Hemoglobina
(9/dL)

Plaguetas

8,50 + 0,50 15,0+0,2 14,2 + 0,53 14,6 £ 0,6 14,33+ 1,19

_ 601, 60 + 192,00 616,0+ 38,0 1004 +150,9 1007 +488,8 971,48 + 140,43
(mil/mm3)

ICTB = Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos; UFPB = Universidade Federal da
Paraiba; UFSE = Universidade Federal de Sergipe; ULB = Universidade Luterana do Brasil

Fonte: (Do autor, 2017).

Na avaliagdo bioquimica também foram encontradas discrepancias em relagédo
aos valores encontrados e os de referéncia enviados pelo ICTB, para os exames de
cloro, glicose e CK de todos os grupos, sem apresentarem diferencas estatisticamente
significantes entre eles. Em relagédo a glicose, o mesmo ja havia sido observado no
trabalho de Bravin (2016), que utilizou ratos Wistar provenientes da mesma colonia, e
também realizou os exames sanguineos no ICTB. Exames de cloro e CK ndo foram
realizados neste estudo. Estes resultados bioguimicos também nos levam a acreditar
gue talvez seja necessario um novo ensaio de determinacéo dos valores de referéncia
para exames de ratos Wistar realizados no ICTB.

O fésforo medido para o grupo da dose de 2000 mg.kg? de CuO-MPs se
encontrava elevado — 9,84 + 0,49 frente a 7,82 = 0,27 do controle —, com resultado
estatisticamente significativo (p = 0,002), porém, ainda se encontrava dentro da faixa
de referéncia utilizada pelo ICTB.
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No caso dos animais do grupo CuO-NPs 2000 mg.kg, observou-se diferenca
estatisticamente significante (p = 0,041), em relacéo ao grupo controle, somente para
a enzima AST. As enzimas transaminases, quando apresentam doseamento alterado,
podem ser marcadoras de lesdo hepatica (THRALL, 2007). Infelizmente os Kits
necessarios para avaliacdo dos niveis de gama glutamil transferase, que auxiliaria a
avaliar dano hepatico, e de albumina, que contribui para verificar a producédo de
proteinas hepaticas (THRALL, 2007), ndo estavam disponiveis no ICTB no momento
dos ensaios. Ademais, o valor encontrado para a enzima ALT e os niveis de fosfatase
alcalina — outro marcador de lesdo hepatica (THRALL, 2007) — para o grupo
administrado com a dose de 2000 mg.kg' de CuO-NPs encontravam-se normais,
quando comparados com o grupo controle. No caso de Privalova e colaboradores
(2014), também foi observada alteracdo no nivel das enzimas transaminases,
sugerindo o dano hepatico, que foi posteriormente confirmado no exame de
histopatologia.

No exame histopatolégico dos figados, foi encontrada degeneragéo vacuolar
intracitoplasmatica, que geralmente ocorre quando a célula se encontra em condi¢do
de hipodxia, hipertermia ou em infeccdes bacterianas e virais (McGAVIN; ZACHARY,
2009). Uma vez que todos os figados estudados, inclusive dos grupos controle,
apresentaram este achado, este foi associado a eutanasia, pois a puncao cardiaca
total pode ter conduzido a condi¢do de hipdxia celular.

Outros dois achados relevantes nas laminas analisadas foram a binucleacao
dos hepatdcitos — células contendo dois nlcleos — e a megalocitose, que sao
condi¢cBes consideradas normais, uma vez que o figado possui elevada capacidade
regenerativa. Porém, também podem ser associadas a lesdo hepatica, causada ou
nao por intoxicacdo, devido ao aumento na renovacao celular gerado pelo estresse
no 6rgao (McGAVIN; ZACHARY, 2009). Apesar da megalocitose ter ocorrido em todos
0S grupos testados com CuO-NPs e CuO-MPs, e ndo nos controles, a binucleagéo foi
observada em todos os 6rgaos analisados. Uma vez que ndo foram encontrados focos
de inflamagéo, necrose nem debris celulares, concluimos que, se tiver ocorrido lesao
hepatica, esta foi branda e os figados recuperaram-se ao longo dos 14 dias do teste.

Nas observagfes macroscopicas realizadas durante a necropsia, ndo foram
notadas alteracdes na morfologia dos 6rgaos de nenhum animal utilizado nos ensaios,
assim como na literatura referente a ensaios in vivo com as CuO-NPs (PRIVALOVA

et al, 2014; GOSENS et al., 2016). Todos os 6rgdos se encontravam nas condi¢cdes
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normais de aspecto, coloracdo e posicdo anatdbmica, ao compararmos 0S grupos
tratados com CuO-NPs ou CuO-MPs com os controles. Este resultado difere do
encontrado por Chen e colaboradores em 2006, sugerindo que as Cu-NPs tém um
potencial toxico mais elevado que as CuO-NPs, possivelmente pelo fato do metal
“puro” se encontrar mais disponivel para realizar a reagao “tipo Fenton”, que leva a
formacéo de ROS, conforme sugerido por Linder (2001), do que sua forma ja oxidada.

Assim como no trabalho de Gosens e colaboradores (2016), ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas no peso dos 6rgaos isolados
dos animais tratados com CuO-NPs. Os outros estudos in vivo utilizando CuO-NPs
nao traziam dados sobre o peso dos 6rgaos.

Nos exames histopatologicos, foram observadas hiperemias — acumulo de
sangue em quantidade elevada em vasos sanguineos (McGAVIN; ZACHARY, 2009)
— em todos os 0rgaos analisados — figado, rins e baco — de todos os animas. Também
foi notada dilatacdo dos vasos capilares sinuséides hepaticos. Esses achados foram
atribuidos a eutandsia realizada com barbiturico (tiopental), que gera relaxamento da
musculatura lisa com consequente vasodilatagdo (TOWNSEND et al., 2014).

A mineralizacdo observada na luz dos tabulos renais ocorre devido ao acumulo
de sais — especialmente de calcio — nessa porcao dos rins. De acordo com o National
Research Council (1995), o teor aconselhavel para calcio na ra¢do dos animais € de
5 g de Ca por kilo de alimento. Uma vez que, de acordo com a tabela nutricional da
racao utilizada no SAL/DFT/INCQS, apresentada no Quadro 3 do item 3.2.2., o teor
de célcio é de 14 g.kg?, acreditamos que o consumo deste tenha ocorrido de forma
elevada, e esta seja a causa da mineralizacdo observada em todos 0s grupos.

A polpa branca do bago é normalmente formada por foliculos linfoides,
chamados de Foliculos de Malpighi, que se encontravam normais em todos os 6rgaos
analisados, de acordo com a literatura (BACHA; BACHA, 2003). Os megacariocitos,
que também foram encontrados em todas as laminas de baco analisadas, sdo células
responsaveis pela producédo de plaquetas. Uma vez que, em roedores, 0 baco € o
orgao responsavel pela producédo deste tipo celular durante a fase adulta
(ABRAHAMSOHN, [s.d.]), este achado foi considerado normal.

Ao considerarmos os achados bioquimicos, histopatologicos e a esteatorréia
observada nos dois primeiros dias do teste, podemos sugerir um possivel dano
hepatico com ativacdo da regeneracdo nos figados dos animais que entraram em

contato com CuO de ambos os tamanhos, especialmente as NPs. Porém, os dados
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gerados somente neste trabalho ndo séo suficientes para afirmarmos uma intoxicacéo
causada pelas CuO-NPs, apesar da literatura consultada demonstrar que estas

podem ser danosas ao figado.
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7 CONCLUSAO

Os ensaios simulando os diferentes valores de pH do TGl humano
demonstraram que as CuO-NPs solubilizam rapidamente em meio &cido (estbmago)
e aglomeram em meio basico (intestino).

Na avaliacdo dos sinais clinicos em ratos Wistar de sexo feminino, a Unica
observacéo foi em relacéo as fezes dos animais administrados com CuO-NPs 2000
mg.kgt, que se encontravam brilhosas, negras e amolecidas. Os grupos restantes
nao apresentaram nenhum dos sinais de toxicidade estudados.

N&o ocorreram o6bitos no periodo do teste, sugerindo ndo haver caracteristicas
letais para as CuO-NPs em casos de uma Unica administracdo pela via oral, nas doses
estudadas.

Todos os animais ganharam peso e tiveram a ingestdo alimentar de acordo
com os dados fisioldgicos esperados.

Na avaliagdo hematoldgica, a maioria dos parametros analisados variou dentro
dos padrdes de normalidade, sem alterac6es estatisticas significativas.

A maior parte dos parametros bioquimicos analisados variou dentro dos
padrées de normalidade, sem alteracdes estatisticas significativas.

No caso dos animais tratados com CuO-NPs 2000 mg.kg?, verificou-se uma
alteracdo no exame da enzima AST. Os achados histopatoldgicos sugerem que o
figado de todos os animais, tratados tanto com CuO-NPs quanto com CuO-MPs, em
todas as doses, encontrava-se em processo de recuperacao pos-lesédo leve. Porém,
por ndo possuirmos dados referentes a outras proteinas hepéticas, pela enzima ALT
de todos os grupos nao ter apresentado valores discrepantes dos controles, e por néo
terem sido evidenciados sinais de inflamacdo, necrose ou doenca hepética nos
exames histopatologicos, hdo podemos concluir se ocorreu ou ndo o dano hepatico.

Os exames anatomopatolégicos ndo evidenciaram alteracbes nos 0Orgaos
analisados.

Os achados histopatolégicos para os rins e o baco de todos os animais foram
considerados normais.

Os resultados obtidos neste estudo indicam que, até o momento, as
nanoparticulas de 6xido de cobre, com tamanho meédio de diametro hidrodindmico de

166,9 £ 2,54 nm, ndo apresentaram sinais conclusivos de toxicidade, quando
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administradas por via oral e de forma aguda, ou seja, uma Unica administracao, nas
doses de 50, 300 e 2000 mg.kg™.
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ANEXO 1 - FICHA DE INFORMACOES DE SEGURANCA DE PRODUTO QUIMICO

(FISPQ) DO OXIDO DE COBRE (1)

Rev. Margo/2003 ’
OXIDO DE COBRE Il

1. IDENTIFICAGAO DO PRODUTO

Nome quimico: éxido de cobre 11

Formula gquimica: CuO

Sindnimos: dxido de cobre preto; Gxido cuprico

CAS: 1317-380
2. COMPOSIGAO E INFORMAGAO SOBRE INGREDIENTES
Nomero CAS: 1317-38-0 100 % PERIGOSO

3. IDENTIFICAGAO DOS PERIGOS
VENENO! PERIGOSO SE INGERIDO. AFETA O FIGADO E RINS. CAUSA IRRITAGAD NA
PELE, OLHOS E TRATO RESPIRATORIO.

EFEITOS POTENCIAIS PARA A SAUDE:

o Por inslagdo: causa irritaglo no trato respiratorio. Olmmmdu«rm.mu
garganta e dificuidade respiratéria. Podomdarunuut#oopoﬂunuodo
rospiratorio. Quando aquecido, seus fumos produzem calafrios

o Por Ingestio: mdMuwmmmmwmwmummm dor de
cabega, calafrios, pulso fraco, dancs no rim, figado, sistema nervoso central, seguide de
depressbo, convuisbes, efellos no sangue, paralisia e coma. A morte pode ocorrer devido ao
chogue e faléncla renal.

o Contalo com os olhos: causa irfitaglio com vermelhudio o dor, Causa danos aos olhos.

« Contatlo com a pele: causa irmtagio com vermelhiddo e dor.

* Exposigio cronica: Exposigbes repetidas o prolongadas podem causar dermatite na pele.
Exposigbes repetidas e prolongadas de pé de sais deo cobre podem causar descoloragdo ca
pele ¢ do cabelo, dancs ao figado ¢ sangue, ulceragio o perfuragho do seplo nasal, gosto
metdlico e irritaclo nas membranas das mucosas,

o Agravamento de condigbes pré-existentes: problemas de rim, pulmbes, figado, pele, deficincia
wg:mue-:mmmm.m«wnmmwmm O Manuseio
deste malerial.

4. MEDIDAS DE PRIMEIROS SOCORROS

CONTATO COM A PELE: Lave com fgua ¢ sabdo em abundinca por 15 minutos. Remova as
roupas e sapalos contaminades. Procure cuidados médicos. Lave as roupas para usar novamente,
INALAGAO: Remova a vitima para o ar frosco. Cuonlompmm faga respiragio
artificial, Se houver dificuldade respiratoria, dé oxigénio. Procure orientaciio médica

CONTATO COM OS OLHOS: Imediatamente lave os olhos com fluxo lnlonoo de fgua por
aproximadamente 15 minulos, movimentando as pélpebras para cima ¢ para baixo
ocasionalmente. Procure cuidados médicos imediatamente.

INGESTAQ: Induza o vOmito imediatamente e va diretamento ac médico para maiores cuidados,
Nunca cologque nada na boca de um pessoa inconsciente, Procure atendimentos médicos.

5. MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIO

Néo considerado perigoso de incendiar. Grandes quantidades expostas ao ar em temperatura
acima de 100°C podem resultar em combustiic espontinea. Chamas quando envolvem este
material podem ser controladas com névoa de agua, CO; ¢ espuma.

6. MEDIDAS DE CONTROLE PARA DERRAMAMENTO E VAZAMENTO
Ventile a drea ¢ usar mascara protetora P1/P2, 6culos de seguranga o luva descartavel para limpar
o ambiente. Encaminhe os residucs para aterro classe 1.

7. MANUSEIO E ARMAZENAMENTO
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Ao manusear este produlo use méascara P1/P2 | avental de manga longa, 6culos de seguranga ¢
luvas descartdveis. Evite o contato o inalaghio do pb. PRECAUCOES NO ARMAZENAMENTO:
Armazone om lugar seco o arejado. Estogue na AREA VERDE do aimoxarifado.

8. CONTROLE DE EXPOSICAO E PROTEGAD INDIVIDUAL

Para chumbo metalico e poeiras inorglinicas:

Limites de Exposiglio Permitidos:

OSHA: PEL: 1mg/m’

Limites de Expesighio Permitidos:

ACGIH: TLV: 1mg/im’ (TWA)

VESTIMENTA MINIMA RECOMENDADA: avental de manga longa e 6culos de seguranca
LUVAS: de borracha descartavels

MASCARA RESPIRATORIA RECOMENDADA: P1/P2

9. PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS
Descrigho fisica: po prefo amarronzado ou griinuios
Odor: Inodoro

Massa molecular: 79,55

Densidade: 6,32 @ 14°C/4

Ponto de fusio: 1026 °C

% volétels por volume @& 21°C: 0

SOLUBILIDADE: insolive! am dgua

10. ESTABILIDADE E REATIVIDADE

Este composto ¢ lermicamente estiavel em condigbes normais de eslocagem. Evite contalo com
incompativeis. £ incompativel com aluminio, boro, carbeto de césio acetileno, acetilelo dirubidio,
hidrazina, hidrogdnio, sulfelo de hidroglnio, Oxido de chumbo, magnésio, metais, fosfan, polassio,
anidrido Malico, carbeto de acetiienc rubidio, sddio, Manio ¢ zircdnic. Forma acetiietos com
acetliieno, hipobromilo de sédio ¢ nilrometano.

11. INFORMAGOES TOXICOLOGICAS
CARCINOGENICIDADE: nada conhecido.

12. INFORMAGOES ECOLOGICAS
Quando iangado no solo, na dgua esle malerial niio biocdegrada.

13. CONSIDERAGOES SOBRE TRATAMENTO E DISPOSICAO
Encaminhe os residuos para aterro classe 1,

14. INFORMAGOES SOBRE TRANSPORTE
N30 rogulamentado

15. REGULAMENTAGOES

NFPA: Saude: 2inflamabilidade: 1 Reatividade: 0

Rétulo: VENENO! PERIGOSO SE INGERIDO. AFETA O FIGADO E RINS. CAUSA IRRITAGAO
NA PELE, OLHOS E TRATO RESPIRATORIO.
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ANEXO 2 - FICHA DE ANALISE DE CuO DA MARCA SIGMA-ALDRICH

Certificate of Analysis

Product Name

Product Number
Product Brand
CAS Number
Melecular Formula

Molecular Weight

TEST

Appearance (Coler)

Appearance (Form)
Complexometric EDTA (% Cu)
ICP: Confirms Copper Component
Specification Date:

Date of QC Release:

Print Date:

/z.if‘lﬂ'"éﬂw o
Barbora Fajrer, Supemisar

Ciaaliy Control
Mikwankee Wisconszin LISA

ORIcH
Copper(ll) oxide,

powder, <10 pm, 28%

208841

SIGALD

1317-38-0

Cud
79,55

LOT MKAA1TES RESULTS
Black

Powder

79.3%

Conforms

JAM 2009

FEB 20049

FEB 02 2005
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ANEXO 3 - CERTIFICADO REFERENTE A LICENCA CEUA LW-37/17




