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RESUMO

O processo de formacédo e remodelamento do tecido 6sseo é influenciado por diversos
fatores tais como hormonais, alimentacdo, genética, sexo, idade, doencas intercorrentes e
fatores ambientais. H& relatos na literatura da atuacdo de nanoparticulas sobre o
desenvolvimento e remodelamento dsseo e de sua influéncia sobre rim, figado e coragdo. O
objetivo deste estudo foi analisar possiveis influéncias da exposic¢ao de nanoparticulas de ouro
(AuNPs ) sobre o tecido 6sseo, rim, figado e coracdo. Apos uma Unica exposicao intravenosa,
foram analisados parametros biométricos, biofisicos e biomecéanicos 6sseos de ratos adultos e
0 peso Umido do rim, coracgdo e figado. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés
grupos (uma semana, um més e dois meses), subdivididos em quatro, os quais foram tratados
respectivamente com polimero poliaminoamida (PAMAM), PAMAM + AuNPs, Citrato
(tampdo citrato) e Citrato + AuNPs. As nanoparticulas de ouro foram administradas em dose
unica (0,01 mg Au/kg MC), via veia jugular. As propriedades biomecéanicas dos fémures
foram obtidas pelo teste de flexdo a trés. Ndo houve diferencas significativas dos diferentes
parametros 0sseos e massa dos Orgaos entre 0sS grupos nos seus respectivos periodos de
tratamento. Portanto, os resultados apontam que a dose de AuNPs utilizada neste estudo néo
prejudicou a qualidade do tecido Gsseo assim como a massa dos Orgdos. Estes resultados
podem auxiliar no entendimento de possiveis acdes de AuNPs sobre o tecido 6sseo e dos

Orgaos.

Palavras chave: Nanoparticulas de ouro; toxicidade, tecido 6sseo; rim; figado; coracéo.



ABSTRACT

The process of formation and remodeling of bone tissue is influenced by several
factors such as hormones, nutrition, genetics, sex, age, intercurrent disease and environmental
factors. There are published reports of the performance of nanoparticles on the development
and bone remodeling, and also on kidney, liver and heart. The objective of this study was to
analyze the possible influence of gold nanoparticle (AuNPs) exposure on bone tissue and on
kidney, heart and liver. After a single intravenous AuNPs exposure biometric, biophysical and
biomechanical bone parameters of adult rats were analyzed. The animals were randomly
distributed into three groups (1 week, 1 month and 2 months), divided into four, which were
respectively treated with polymer poliaminoamida (PAMAM), PAMAM + AuNPs, citrate
(citrate buffer) and citrate + AuNPs. Gold nanoparticles were administered by a single dose
(0,01 mg Au/kg MC),via the jugular vein. The biomechanical properties of femurs were
obtained by the three point bending test. The mass of the kidney, liver and heart were also
analyzed. There were no significant differences of the different bone parameters and organs
weights among the groups in their respective treatment periods. Therefore, the results
indicated that the dose of AuNPs used in this study did not impair the quality of bone tissue as
well as the organ weights. These results may help in understanding the possible actions of
AUNPs on the bone tissue and organs.

Keywords: Gold nanoparticles; toxicity; bone; kidney; liver; heart.



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

NEN Lo Nanociéncia e Nanotecnologia
NPS e Nanoparticulas

MM e e nanémetro

NS s Nanomateriais

AUNPS.....oooi s Nanoparticulas de ouro
Ao antes de Cristo

SPR e Ressonéancia de Superficie de Plasmon
PAMAM ..o Poliaminoamina

HIV e Human immunodeficiency virus
HAUCH ..o acido cloroaurico

PTH e Hormonio da paratiredide

-2 Interleucina-1

TL-B e Interleucina-6

TINF e Fator de Necrose Tumoral

L et micrograma

MC Massa Corporal

GPX-L i Glutationa peroxidase

PEG ..o Polietileno-glicol

O it Oxigénio

KCS Células de Kupffer

R S intravenosa

TEM e Microscopia Eletrdnica de Transmissdo



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Aplicacfes da NanoteCnologia..........ccoeveeieeiieiiese e 13
Figura 2- Rotas de Exposi¢do Humana e liberagdo de NPs no ambiente................ 16
Figura 3- Nanoparticulas de OUIO ..........ccoceieiiiiinineneee e 19
Figura 4- Distribuicdo dos animais (1 semana, 1 més e 2 MeSES). ....cccvveerrrervernnn 33
Figura 5- Tratamento intravenoso (Veia jugula) .........ccccevveieeieiiese e 34
Figura 6- EXpPectro de ADSOIGAD ..........ccueieriiiiirieiirii st 36
Figura 7- Maquina de Ensaio INSTRON .......cccociiiiiininice e, 37
Figura 8- Grafica Carga X Deformacao ...........ccccccevveveiiciiese e 39
Figura 9 - Massa corporal (g) inicial e final dos animais (1 semana)...................... 44
Figura 10 - Massa corporal (g) inicial e final dos animais (1 Més) .........c.cccceeveneen. 44
Figura 11 - Massa corporal (g) inicial e final dos animais (2 Meses)........cc.cceeveuee.. 45
Figura 12 - Parametros Biométricos (1 semana de tratamento) ..........c.cccceevvevennenn 49
Figura 13 - Parametros Biofisicos (1 semana de tratamento)............ccccceevevveiienenn 49
Figura 14 - Pardmetros Biomecanicos (1 semana de tratamento) ...........c.ccecverveneen. 50
Figura 15 - Pardmetros Biométricos (1més de tratamento) ...........ccoccveveerenienenen, 50
Figura 16 - Parametros Biofisicos (1 més de tratamento) ...........ccceeevernvieninnenen, 51
Figura 17 - Parametros Biomecanicos (1 més de tratamento)..............cccceveeveenennen, 51
Figura 18 - Parametros Biofisicos (2 meses de tratamento) ............ccccceveveeiveiienen, 52
Figura 19 - Par@metros Biofisicos (2 meses de tratamento) ..........ccoceverveererinnenen, 52
Figura 20 - Pardmetros Biomecanicos (2 meses de tratamento)..........c.ccccvevenennen. 53
Figura 21 - Massa do rim, figado e coracdo dos animais (1 semana)...................... 55
Figura 22 - Massa do rim, figado e coracdo dos animais (1 M&s).........cc.cccevvevveennnne 55

Figura 23 - Massa do rim, figado e coragdo dos (2 MESES). ...cecverervererierereneenenn, 56



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Massa Corporal Inicial e Final dos animais (1 semana, 1 més e 2 meses....43

Tabela 2 - Parametros Biométricos, Biofisicos e Biomecanicos dos fémures (1semana)..46
Tabela 3 - Parametros Biométricos, Biofisicos e Biomecéanicos dos fémures (1 més)...... 47
Tabela 4 - Parametros Biométricos, Biofisicos e Biomecéanicos dos fémures (2 meses)... 48
Tabela 5 - Massa do rim, figado e coracdo dos animais (1 Semana) ..........ccceeeeerverveseennnnn 53
Tabela 6 - Massa do rim, figado e coracdo dos animais (1 ME&s)........cccceveveverieesieeriesieennnn, 54

Tabela 7 - Massa do rim, figado e coraco dos animais (2 Meses) ........cccocvrererererrrennens 54



1.

SUMARIO

INTRODUGAD ..ottt te e see e 12
1.1.  Nanociéncia/Nanotecnologia (N&N) ........ooouviiiiiiiiiiiiii e 12
S = o (o) ol o] [0 | - I SPR 15
1.3 EXPOSIGAD ..eeeeeeeeeiiiiiieiieiiieeeeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt e e e e e e e e 17
1.4, Nanoparticulas de ouro (AUNPS) ......cccoeiiiiiicee e e 18
1.5. Estabilizantes (PAMAM / CItrat0)........cceeveeriiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeee 21

IO I T 0 0|10 T=] (L 21

I T O | 1 - (USRS 22
1.6.  Fatores complicadores na investigacdo toxicoldgica dos NMs ................. 23
1.7. AValaGao IN VITRO ....cciiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 24
1.8, AVAHAGED IN VIVO ....coiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 25
I TR =To! o [ o 1S5 IR 25
0 O TR = o DO PEPRT PP 28
00 T T o (o O SPRPPN 29
I O] o (o PP PPPPPPPPP 30

OBJIETIVOS. ...ttt e e e e e e e e e e e e 32

MATERIAIS E METODOS .....cuiuiiiiiieieiesieie et 33
3.1.  Animais e Condigdes EXPErimentals ..........cccovereririnienieiene e 33
3.2, Grupos EXPErimentaiS.........cccccueviiieieeiieiie e esiesee e see e e ste e e 33
TS T 00 (=1 7= Wo [0 (<Tod o [o o 55T 34

TR I B O] = = o [0 T30 (o 1o SRS 34

3.4, Prepar0o de AUNPS . ..o 35
3.5, Protocolo de ANAIISES.........uiiieeeieieeeiici e 36
3.5.1. Medidas do comprimento do fémur direito............ccccveeeeieeeenennnnn, 36
3.5.2. Medidas das espessuras das diafises femorais...........ccccceeevveeeeeennnnn. 36
3.5.3. Para@metros BiOMECANICOS ..........uuuuummmmnniniiiiiiiiiiiiiiiniinininnenenennanenes 36
3.5.3.1.  Carga Maxima (N) .....coevrriiiiiiiiiiiiiieeeeee e 38
3.5.3.2.  ReSIHIENCIA (J)..eeveeiiiiieiee e e 38
3.5.3.3.  RIgidez (N/MmM)....ccoooiiiiiiiiiii e 38

3.5.4. Par@metroS FiSICOS .......uuuuuuuuururunnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnennnnnnnnnne 39

3.6, PESO A0S OFGADS ....ocuveveeeeeieeeee et et es ettt eee et e et ete e eeere e 41



o &

N

Anédlise Estatistica

RESULTADOS ...

5.1, Massa COMPOral ........uuuuuuumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e

5.2.  Parametros Biométricos, Biofisicos e BiomecaniCosS........ccccoveeeeeveuneenn.n.

5.3.  Peso Umido dos Orgaos .........ceeeeerieeiieieiie e eee e eis st

DISCUSSAO.......
CONCLUSOES....

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oouvoueiieeeteeeeeeeeeeee e,



12

1.  INTRODUCAO

1.1.Nanociéncia/Nanotecnologia (N&N)

As nanoparticulas (NPs) surgiram a partir de uma ciéncia emergente, a nanociéncia,
que pode ser definida como o estudo dos fendbmenos e manipulagdo de materiais em niveis
atdbmico, molecular e supramolecular, onde as propriedades fisico-quimicas podem diferir
significativamente daquelas em maior escala. (MELO & PIMENTA, 2004).

A nanotecnologia envolve a criacdo e 0 manejo de materiais em escala nanométrica,
ou seja, um bilionésimo do metro (10°%), entre 1-100 nandémetros (nm) (Esteves, Timmons &
Trindade, 2004), englobando as ciéncias de engenharia, fisica, quimica, biologia, informatica
e medicina. O tamanho em que diversas estruturas alteram suas propriedades fisico-quimicas
ndo € um valor limitante, mas que provavelmente difere de um composto para outro. No
entanto, para efeitos de regulacdo, o limiar de 100 nm €é o valor considerado padrdo para as
NPs (DE JONG et al., 2008).

Com estas novas propriedades, os hanomateriais (NMs) sdo utilizados para melhorar a
funcionalidade de produtos comerciais e bens de consumo, tais como, protetores solares,
cosmeéticos, roupas, materiais de construcdo, produtos alimenticios, de higiene e agricolas,
inovando também as areas da eletrbnica, informética, biomédica, farmacéutica, ambiental,
energética, industria automobilistica e bélica (COLVIN, 2003; DROBNE, 2007). Como

ilustrado pela figura 1.
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Nanotubo

Figura 1 - Sintese de Aplicacbes das Nanotecnologias em contexto de Convergéncia
Tecnologica (SMITH, GAO & NIE, 2004).

Em termos globais, a area de pesquisa em nanotecnologia tem atraido mais
investimentos publicos do que qualquer outra area de tecnologia isolada, com cifras da ordem
de U$ 8 bilhGes em 2008. Saliente-se, ainda, que em paises, como os da Unido Européia, 0s
Estados Unidos e Japdo, os investimentos privados superam os investimentos publicos
(REPORT, 2008). Ainda no campo econdémico, ROCO, (2001) prevé que a producdo
industrial anual de NMs devera exceder um trilhdo de dolares, entre 2010 e 2015, empregando
aproximadamente dois milhGes de trabalhadores.

Outra informacgdo contundente diz respeito a producéo global de todos os NMs, que foi
de aproximadamente 2.000 toneladas em 2010 e estima-se que este valor devera ser de 13.000
toneladas por ano até 2020 (ENGINEERING, 2004).

No Brasil, os investimentos deverao atingir nos préximos trés anos, R$ 110 milhdes na

area, segundo o Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagéo.
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Como citado, os avangos em nanotecnologia sdo promissores para muitas aplicacdes
bioldgicas e biomédicas, tendo seus potenciais beneficios para a sade humana relatados na
literatura (COLVIN, 2003).

A aplicacdo da nanotecnologia a medicina, conhecida como nanomedicina, diz
respeito a utilizagdo de materiais produzidos em escala nanométrica para desenvolver novas
modalidades terapéuticas e de diagndstico, devido as suas propriedades fisico-quimicas
Unicas, tais como: o seu tamanho extremamente reduzido, grande relacdo de massa / area de
superficie e elevada reatividade, diferindo-os dos materiais da mesma composi¢cdo em escala
maiores. Estas propriedades podem ser utilizadas para transpor algumas das limitagdes
encontradas nos agentes terapéuticos e de diagnosticos tradicionais (EL-ANSARY & AL-
DAIHAN, 2009).

O campo promissor da nanomedicina é o potencial de reparacédo, construcdo e controle
de sistemas bioldgicos humanos a nivel molecular (OBERDORSTER, OBERDORSTER &
OBERDORSTER, 2005; BORM et al., 2006), interagindo facilmente com biomoléculas na
superficie e no interior das células, sem alterar o comportamento e as propriedades das
mesmas (BISWAS & WU, 2005).

A diferenca entre a nanomedicina e a medicina com drogas convencionais € que a
primeira é inteiramente baseada na quimica de moléculas com tamanho extremamente
reduzido, abrangendo ndo apenas 0s agentes terapéuticos em si, mas também com a
perspectiva de modificar a capacidade de entregar estes agentes para os tecidos, células ou
regides especificas do corpo e até mesmo locais especificos dentro das proprias células
(KIPEN & LASKIN, 2005).

Nesta Otica, o potencial das NPs na melhoria da saide humana, vem sendo
reconhecida, por exemplo, como uma ferramenta multifuncional para o diagndstico,
prevencdo e tratamento de cancer (NCI ANNOUNCES MAJOR COMMITMENT TO
NANOTECHNOLOGY FOR CANCER RESEARCH, 2004).

No entanto, apesar dos beneficios estimados pelo uso dos nanomateriais nos
campos biomédico e industrial, muito pouco se conhece sobre o0s potenciais efeitos deletérios
destes a curto elongo prazo a saude humana e ao meio ambiente (COLVIN, 2003;
MAYNARD et al., 2006; NEL et al., 2006; HELMUS, 2007). Especificamente, ha uma
escassez de informacGes sobre o efeito do tamanho, forma, area de superficie e dos grupos
funcionais dos NMs sobrea biodisponibilidade, absorc¢do, distribuigéo intracelular,

metabolismo, degradacéo e eliminacdo destes nanomateriais (CONNOR et al., 2005).
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Considerando que ha atualmente no mercado uma significativa quantidade de produtos
(cosmeéticos, alimentos, brinquedos, artigos infantis, materiais de embalagem e muitos outros
bens de consumo) contendo algum tipo de NPs em sua composicéo, gerou-se a preocupacao
de que a exposicdo dos seres humanos a certos tipos de NPs poderia promover riscos a saude,
além dos efeitos ambientais destes NMs sobre o ecossistema que supostamente levariam a
significativas implicagcBes sociais, podendo representar um importante obstaculo ao
desenvolvimento e a comercializacdo destes produtos com contetido nanotecnologico.

Seguindo este raciocinio, os investimentos em pesquisas relacionadas aos impactos
das nanotecnologias a salde e seguranca humana, ainda que em montantes bem menores do
que os destinados aos desenvolvimentos destas tém crescido de forma consistente. Assim, 0
7° European Union Framework Program, direcionado aos temas N&N, destinara 15% de seus
recursos totais (cifra equivalente a 54,7 milhdes de Euros) no periodo 2008-2015 em projetos

direcionados ao entendimento da toxicidade das nanotecnologias (REPORT, 2008).

1.2.Nanotoxicologia

Ressaltado por LEI et al. (2008), para uma aplicagdo bem sucedida dos NMs na
biociéncia, torna-se importante compreender o destino bioldgico e a sua possivel toxicidade,
uma vez que riscos inerentes a qualquer nova tecnologia sao reconhecidos.

As questbes sobre os efeitos colaterais dos produtos com nanotecnologia sao
pertinentes, visto que o potencial de exposicdo as NPs aumentard com o crescimento da
producdo e utilizacdo destes pela sociedade. Como resultado de todos estes debates e
preocupacdes, um novo ramo de pesquisa toxicoldgica emergiu com o objetivo de investigar
0s possiveis efeitos nocivos a exposicdo de NMs (OBERDORSTER, OBERDORSTER &
OBERDORSTER, 2005; NEL et al., 2006).

A nanotoxicologia, que se refere ao estudo das interagdes adversas induzidas por
nanoestruturas sobre o0s sistemas biologicos (RYMAN-RASMUSSEN, RIVIERE &
MONTEIRO-RIVIERE, 2007), elucidando as relacbes entre as propriedades fisicas e
quimicas (tamanho, forma, superficie quimica, composicdo e agregacdo) destas
nanoestruturas com a inducéo de respostas bioldgicas toxicas (OBERDORSTER, STONE &
DONALDSON, 2007). Além disso, esta envolvida com a proposic¢éo de protocolos confidveis

para avaliacdo de riscos em humanos e ao meio ambiente (DROBNE, 2007). A seguir, pode-
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se observar pela figura 2, 0 esquema das possiveis rotas de exposicdo humana e liberacdo de
NPs para 0 meio ambiente.

't’ ----------- b
» S 1
A——————— \ ! Exposicdo 1
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N i e W f’

Figura 2 - Rotas de exposicdo humana e liberacdo de NPs para 0 meio ambiente. (SILVA et
al., 2012)

Como mencionado, a necessidade desta area de investigacdo tornou-se ainda mais
evidente apds a ampla aplicacdo da nanotecnologia a engenharia, industria farmacéutica e
medicina. Recentemente, varios estudos tém se concentrado na questdo da seguranca dos
NMs manufaturados com o intuito de minimizar ou prevenir sua nanotoxicidade antes mesmo
de serem amplamente utilizados (HOET, BRUSKE-HOHLFELD & SALATA, 2004,
OBERDORSTER, OBERDORSTER & OBERDORSTER, 2005; WIESNER et al., 2006).

Outros estudos sugerem que o perfil de toxicidade destas NPs € realmente diferente
em comparagdo com particulas em escala maiores (COLVIN, 2003; MAYNARD et al., 2006;
NEL et al., 2006; HELMUS, 2007; DE JONG et al., 2008; LEWINSKI, COLVIN &
DREZEK, 2008).

Neste ambito LEWINSKI, COLVIN & DREZEK (2008), em uma revisdao de

literatura, relataram um nimero crescente de pesquisas publicadas na ultima década voltadas
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para esta questdo, buscando a compreenséo das interagOes entre os diferentes tipos de NPs e
fungdes celulares.

Apesar deste aumento em publicacdes voltadas a toxicidade ou toxicologia de NMs,
ainda ha uma acentuada discrepancia na razdo entre artigos publicados que apresentavam
topicos de nanotecnologia, NMs ou NPs (172.599) e os que abordam a questdo da
nanotoxicologia (22.381), situacdo que pode ser visualizada na base de dados (DIRECT,
2011).

Nesta otica, (STERN & MCNEIL, 2008) apontam a toxicologia dos NMs como uma
nova fronteira em toxicologia, uma vez que o conhecimento atual sobre os potenciais efeitos
adversos das NPs ainda € insuficiente.

Infelizmente, a partir das pesquisas disponiveis ndo existem conclusbes simples,
devido a variabilidade de parédmetros, tais como, propriedades fisico-quimicas, tipo de
particula e célula, animais, dosagem e ensaios utilizados (ALKILANY & MURPHY, 2010).

1.3.Exposicao

Apesar de ndo haver relatos de doencas em humanos atribuidas as NPs, estudos
experimentais indicam que elas poderiam iniciar respostas bioldgicas adversas levando a
possiveis resultados toxicologicos (EL-ANSARY & AL-DAIHAN, 2009). Atualmente, os
dados estatisticos mostram que mais de 1000 produtos ou linhas de produtos disponiveis no
mercado ja utilizam a nanotecnologia em sua producdo (JONES & GRAINGER, 2009;
HSIAO & HUANG, 2011). Considerando estes dados e as incertezas a respeito do
comportamento das NPs no organismo humano, mais estudos sobre sua biodistribuicdo e
efeitos fazem-se necessarios (THOMAS et al., 2006; DE JONG et al., 2008).

Embora os componentes destes produtos em escala nanométrica sdo ligados ao
material, e ndo de uma forma livre, h4 também a possibilidade de liberacdo destes durante o
desgaste do proprio material. A exposicdo aos NMs pode ocorrer com os trabalhadores que
atuam na area da nanotecnologia (no desenvolvimento, fabricagdo, manipulacdo ou
transporte) e com os consumidores durante a utilizagdo ou apos a eliminagao dos NMs.

A dindmica geral das nanoestruturas pode ser resumido da seguinte forma: (1) as
nanoestruturas podem entrar no organismo através de seis vias principais: intravenosa,
intraperitoneal, subcutanea, dérmica, inalacdo e oral (RYMAN-RASMUSSEN, RIVIERE &
MONTEIRO-RIVIERE, 2007); (2) a absorgdo pode ocorrer quando as nanoestruturas
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interagem primeiramente com componentes do sangue (proteinas, células), (3) em seguida,
elas podem se distribuir por varios 6rgdos no organismo, podendo permanecer estruturalmente
a mesma, serem modificadas ou metabolizadas (BORM et al., 2006); (4) podem entrar e
residir nas células dos 6rgdos por um tempo ainda desconhecido antes de deixa-los e se
deslocarem para outros 6rgdos ou serem excretados. Contudo, pouco se sabe sobre o real
potencial toxico destes NMs em contato com organismo humano.

1.4.Nanoparticulas de ouro (AuNPs)

Os mais antigos registros sobre o uso medicinal do ouro vém da Alexandria no Egito,
ha 5.000 anos, onde eles ingeriam ouro para a purificacdo da mente, corpo e espirito.
Acreditavam que 0 ouro no corpo atuava na estimulagdo da vida.

Na sua forma natural, 0 ouro tem sido considerado um metal nobre e quimicamente
inerte, com algumas propriedades terapéuticas (CONNOR et al., 2005). Embora recomendado
para cura de vérias doencas ao longo dos séculos até os dias de hoje, seus mecanismos de
acdo ainda sdo pouco compreendidos, sendo que nos ultimos 50 anos, foi utilizado
principalmente em implantes dentarios (PATRA et al., 2007) e no tratamento de pessoas com
artrite reumatdide, atuando como agentes anti-inflamatérios e anti-reumaticos (auranofina® e
tauredon®) (MURPHY et al., 2008). Nesta vertente, tem sido observado um avango da
utilizacdo de NPs metalicas, em especial, de ouro.

Apesar das controvérsias, 0s primeiros registros a retratar a existéncia de particulas de
ouro em dimensdes extremamente reduzidas datam cerca de 400 a.C, como a taca de Licurgus
(MUSEUM, 2012), manufaturada por um vidreiro romano, que exibe uma peculiar coloracéo
esverdeada quando visualizada por reflexdo e vermelha quando visualizada por transmissao
de luz. Tal efeito seria devido as nanoparticulas de ouro (AuNPs) incorporadas a estrutura da
taca.

O primeiro artigo cientifico sobre AuNPs, atribuindo a cor vermelha com a natureza
coloidal foi descrito no século XIX. Esta cor é o resultado da interacdo de elétrons de
conducdo na banda metalica das NPs com o vetor do campo elétrico da luz incidente que
acomoda os elétrons na superficie (plasmons de superficie) (FARADAY, 1857).

A seqguir, a figura 4 exibe trés estados fisicos do ouro (sélido, suspensdo aquoso e

diluido em nanoparticulas).
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Figura 3 - llustrando o ouro na sua forma natural (& esquerda); fonte:
http://valorreal.blogs.sapo.pt/514.html, em suspensdo aquosa e diluida em nanoparticulas (a
direita); fonte: http://www.imagens.usp.br/?attachment_id=12624.

Muitas aplicacdes das AuNPs nas ciéncias de materiais e tecnologia, incluindo
biologia e nanomedicina, foram descritas (BOISSELIER & ASTRUC, 2009).

O grupo de CHO et al. (2010) discorreram que, devido a sua facilidade de sintese,
modificagdo, biocompatibilidade, estabilidade e facilidade de incorporacdo de grupos
funcionais, as AuNPs tém sido propostas para aplicagdes biomédicas, tais como: (a) agentes
fototérmicos localizadores que medeiam necrose de células tumorais a partir da irradiacdo
com luz a laser, proporcionando grandes quantidades de energia tdxica as células alvo; (b)
como agentes de contraste para imagens médicas, oferecendo vantagens fisicas e
farmacocinéticas sobre 0s agentes convencionais, proporcionando maior contraste e tempo de
imagem (HAINFELD et al., 2006).

Além disso, as AuNPs apresentam algumas propriedades Opticas, tais como,
ressonancia de plasma, que é um fendmeno essencialmente quéntico operado em nanoescala,
significando uma atuacdo de grande interesse no estudo de alguns eventos biomoleculares,
incluindo o dobramento de proteinas (PATRA et al., 2007), vetores e entrega de drogas e de
gene/DNA, para o tratamento de diversas doencas (Cancer, Alzheimer, HIV, Hepatite,
Tuberculose, Artrite e Diabetes) (BOISSELIER & ASTRUC, 2009).

As qualidades das AuNPs foram reforcadas por SHAN & TENHU (2007), que
explanaram sobre estas propriedades Opticas Unicas, por exibirem forte absorcdo de ondas
eletromagnéticas na faixa visivel, devido a ressonancia de plasmon de superficie (SPR), que é
causada pela oscilagéo de elétrons condutores sobre as superficies metalicas apés a irradiacao
pelas ondas eletromagneticas. O pico de absor¢do do comprimento de onda depende de
muitos fatores como, potencial dielétrico, tamanho da particula e a distancia entre as mesmas.

As AuNPs também foram estudadas como um agente de contraste vascular exibindo
alta atenuacgé@o de raios-x, estabilidade e biocompatibilidade (ZHANG, ROSS & ROEDER,
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2010). Recentemente, a equipe de ZHANG et al. (2011) propuseram o uso de AuNPs como
uma nova técnica de radiossensibilizador em radioterapia, devido a sua forte absorcdo
eletronica e irradiacdo fotoelétrica secundaria causada por raios x e gama, que pode acelerar a
quebra de cadeias de DNA.

As NPs esféricas possuem um pico de plasmon a cerca de 520 nm, que ndo se desloca
extensivamente na mudancga de tamanho e no indice de refracdo do meio circundante (HU et
al., 2006; RAYAVARAPU et al., 2007; ROONEY et al., 2008), podendo ser sintetizadas em
varios tamanhos e meios, de acordo com a aplicacdo desejada. S&o versateis e facilmente
funcionalizadas (introducdo de substdncias no interior das NPs melhorando sua agdo, €
certamente uma das mais fascinantes possibilidades de modificacdo desse tipo de estrutura)
com pequenas moléculas de drogas, polimeros e biomateriais (ROTH E THEAGO, 2008).

A promessa das AuNPs para muitas aplicacdes biolégicas tem levado a um forte
interesse em estudar o seu potencial de causar efeitos deletérios em sistemas bioldgicos
(ALKILANY & MURPHY, 2010).

Apesar das vantagens oferecidas por elas no campo industrial e principalmente
biomédico, pouco se conhece de seus possiveis efeitos toxicos e de sua biodisponibilidade nos
tecidos vivos.

Estudos tém sugerido as AuNPs como ndo tdxicas (CONNOR et al., 2005; SHUKLA
et al., 2005). Em contrapartida, outros relatam sua toxicidade, que foi apresentada por derivar
da dimensdo fisica, quimica de superficie e forma (GOODMAN et al., 2004; PERNODET et
al., 2006; CHITHRANI & CHAN, 2007; PAN et al., 2007).

Um grande numero de materiais reconhecidos como ndo-toxicos em sua forma natural,
pode tornar-se perigoso quando o seu tamanho € reduzido a escala nanométrica. No entanto,
na visdo de Chen et al. (2009) a toxicidade das NPs pode ser provocada mais pela sua peculiar
quimica de superficie e menos pela reducdo do seu tamanho em si, podendo resultar em um
aumento de reatividade com os sistemas biologicos. Ainda foram acrescidas as propriedades
cinéticas das NPs como um importante fator para o potencial de toxicidade em humanos (DE
JONG et al., 2008).

Contudo, junto aos beneficios apontados, as AuNPs também sdo suspeitas de

representar um potencial risco para a saude.
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1.5.Estabilizantes (PAMAM / Citrato)

Partindo do pressuposto de que as AuNPs puras sdo inertes e sua utilizacdo néo
provocaria resposta celular, os possiveis efeitos deletérios de seu uso poderia ser induzidos
pelo grupo de conjugados quimicos ou biomoléculas anexadas a sua superficie.

As AuNPs empregadas na area biomédica podem ser preparadas e estabilizadas com
uma variedade de estabilizantes (citrato, polimeros, dendrimeros, surfactantes), incluindo
biomoléculas como os oligonucleotideos e DNA (BOISSELIER & ASTRUC, 2009).

1.5.1. Dendrimeros

Dendrimeros sdo moléculas construidas por meio de um crescimento radial as
camadas de forma repetitiva, a partir de um nuacleo polifuncionalizado, sendo o nimero de
unidades de mondmeros incorporado a cada camada sucessivamente dobrado ou triplicado em
relacdo ao do ciclo anterior. A estrutura dendritica resultante é altamente ramificada e com um
grande nimero de grupamentos funcionais na superficie. A molécula gerada na primeira série
de reacdes é denominada dendrimero de primeira geracdo, quando acrescida de mais uma
camada por intermédio de uma segunda série de reacdes, dendrimero de segunda geracao, e
assim por diante, como por exemplo, o dendrimero poliaminoamida (PAMAM).

Durante as ltimas trés décadas, os dendrimeros PAMAM e outros tém sido
amplamente utilizados como veiculos para entrega de drogas ou gene (PISTOLIS et al., 1999;
AGASHE et al., 2006).

Entretanto, RITTNER et al. (2002); HONG et al. (2004) advertem que uma possivel
toxicidade in vivo dos dendrimeros ainda ndo foi sistematicamente investigada, pois
dependendo do tipo e geracdo, transportam carga positiva, negativa ou neutra sobre sua
superficie. Uma vez inseridos na circulagdo sistémica, os dendrimeros carregados
positivamente e macromoléculas cationicas interagiriam com componentes do sangue,
desestabilizando as membranas celulares, culminando em lise celular.

Estudos de toxicidade agudae crbnica de  dendrimeros poliamidoamina
(PAMAM) catibnicos das geragdes G3, G5 e G7 com doses diversas entre 0,026 a 45 mg/Kg
da massa corporal, de uma e dez aplicacBes (por semana) intraperitoniais em ratos, nao

observaram alteracoes significativas da massa corporal e do comportamento dos animais,
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sugerindo que dendrimeros catibnicos de baixa geracdo ndo causariam efeitos adversos
mesmo em doses elevadas (ROBERTS, BHALGAT & ZERA, 1996; HONG et al., 2004).

Em contrapartida, HEIDEN et al, (2007) observaram que dendrimeros cationicos
PAMAM (G4, amina terminal) nas concentragdes acima de 20uM foram toxicos para

embrides de peixe-zebra, e a toxicidade foi dependente da dose e do tempo de exposicao.

1.5.2. Citrato

Citrato de sodio ou citrato trissodicoé o sal de sodio do &cido citrico, usado
principalmente como um aditivo alimentar ou como conservante, sendo também utilizado
como anticoagulante em tubos de coleta de sangue.

Como uma base conjugada de um &cido fraco, o citrato pode formar um agente
tamponador. Um dos principais métodos para a sintese de AuNPs, é o desenvolvido por
(TURKEVICH, STEVENSON & HILLIER, 1951), que consiste em utilizar o citrato para
promover a reducdo de ions de acido clorodurico (HAuUCI4) em agua. Dessa maneira, as
AuNPs formadas ficam estabilizadas por meio de repulsdes eletrostaticas e pelos ions citrato,
que além de participarem do processo de reducdo, atuam na passivacdo das AuNPs, evitando
a agregacao das mesmas.

Estudos tém demonstrado o amplo uso do citrato para estabilizar AUNPSs sem provocar
efeitos toxicos. Utilizando AuNPs esféricas com didmetros de 4, 12 e 18nm e diversos agentes
estabilizantes, entre eles o citrato, ndo observaram indicios de toxicidade em uma linhagem
de células leucémicas (CONNOR et al., 2005).

Em concordancia, DOBROVOLSKAIA et al. (2009) relataram que AuNPs esféricas
cobertas com citrato, com tamanhos de 30 e 50 nm, serem compativeis com 0 sangue e ndo
induziram qualquer agregacdo plaquetéria, alteracdo do tempo de coagulacdo ou da resposta
imune.

AuUNPs tamponadas com citrato com 13nm de diametro, foram apontadas serem
toxicas em linhagem de células de carcinoma de pulméo, mas ndo em linhagem de células de
carcinoma de figado humano, usando a mesma dosagem. (PATRA et al., 2008). Existem
resultados demonstrando que AuNPs cobertas com citrato seriam uma nova classe de agentes
fototérmicos, causando lesdo e morte celular (RAJI et al., 2011).

Em contrapartida, foram observados que niveis elevados de AuNPs revestidas com

citrato permanecem constantes durante 24 horas pos tratamento, sendo pobremente eliminadas
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(MORAIS et al, 2012). Esta situacdo também foi anteriormente descrita por
BALASUBRAMANIAN et al. (2010) em um estudo com ratos, que constataram que AuNPs

tamponadas com citrato permaneceram nos 6rgdos dos animais por até 2 meses.

1.6.Fatores complicadores na investigacao toxicoldgica dos NMs

A determinacdo de uma dose de NMs para uma investigacdo toxicologica é muito
complexa quando comparada a agentes toxicos quimicos convencionais, pois a concentragéo e
verificacdo da dose destes séo relativamente simples, baseando-se na caracterizacdo das
composicdes e pureza do material testado, mas com as NPs esta determinacdo vai além da
qguimica natural do material. Portanto, uma variedade de outros atributos deve ser
considerada, incluindo o tamanho, forma, cristalinidade, porosidade, rugosidade da superficie,
solubilidade, area de superficie, estado de dispersdo quimica e muitas outras propriedades
fisico-quimicas (POWERS et al., 2006).

Entre todos, quatro parametros fisicos sdo considerados relevantes para avaliar a
toxicidade das NPs: concentracdo, tamanho, forma e area de superficie (MAYNARD et al.,
2006).

Como mencionado, o tamanho extremamente reduzido € considerado por muitos
pesquisadores 0 determinante critico da toxicidade dos NMs. Infelizmente, a variacdo de
tamanho em diversos estudos se mistura com a composicdo quimica, carga de superficie,
estrutura do ligante, impedindo uma concluséo exata de que o tamanho seria ou nao associado
com a toxicidade dos NMs. Além disso, GOODMAN et al. (2004) sugeriram que a toxicidade
das NPs também pode variar de acordo com sua funcionalizagdo, acrescentando também mais
um fator, a “geometria” (diferentes formas de NPs) como mais um complicador de toxicidade,
pois pode influenciar a trajetéria da internalizacdo celular dos NMs (FERRARI, 2005;
GRATTON et al., 2008).

Portanto, quando o tamanho das particulas excede as dimensdes das macromoléculas
biologicas, pode-se dizer que o NM atua como um “andaime” para atrair moléculas ou
solucdo de complexos moleculares para si, mesmo sendo quimica e biologicamente inerte.
Todavia, devido a sua ampla relacdo de superficie/volume, pode gerar complexos moleculares
chamados ‘“aglomerados” de NPs, com forte atividade biologica (PAN et al., 2007;
LUNDQVIST et al., 2008).
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1.7.Avaliacdo IN VITRO

Para avaliar a toxicidade de particulas, torna-se essencial a realizacdo de estudos de
toxicidade in vitro, pois estes auxiliam no direcionamento de experimentos in vivo.

No estudo com NPs com superficie modificada, inclusive de ouro, estas foram
absorvidas por duas linhas de células (MLO-Y4 oste6cito HelLa e células cancerosas do colo
do utero) em varias concentracfes, a translocacdo de NPs in vitro provavelmente ocorreu
devido a processos como a difusdo, canais transmembranicos ou interacdes biogquimicas
gerando alteracGes no tamanho destas células, que podem ser explicadas pelo potencial destas
NPs em desenvolverem pequenas aberturas na membrana celular, permitindo uma troca mais
significativa com o meio externo ou por causar uma resposta fisioldgica pela localizacdo
intracelular dos NMs. Uma vez que as NPs penetram no citoplasma ou no ndcleo, acredita-se
que elas podem interagir fortemente com proteinas e varias estruturas de &cidos nucléicos
dentro destes compartimentos, podendo aumentar ou limitar diversas funcbes celulares
(MAHMOOD et al., 2010). Estes pesquisadores acrescentaram ainda que, a endocitose de
NMs pode desencadear a ligacdo de NPs a alvos intracelulares, o que poderia causar
alteracdes da sinalizacéo, da mobilidade e do metabolismo celular.

Embora varios estudos sugiram diferentes mecanismos de captacdo de NPs, acredita-
se que a endocitose seria 0 mecanismo mais provavel (GEISER et al., 2005; ROTHEN-
RUTISHAUSER et al., 2006).

Estudando a toxicidade de AuNPs esféricas com 10 nm de tamanho cobertas com
citrato em células dendriticas, o grupo de VILLIERS et al. (2010) relataram que estas NPs
ndo foram tdxicas e ndo mudaram o fendtipo das células.

Varios trabalhos tém abordado a distribuicdo intracelular de AuNPs, mostrando que as
AuNPs sdo capazes de entrar nas células e permanecerem presas em vesiculas, mas ndo de
entrar no nacleo (SHUKLA et al., 2005; PERNODET et al., 2006; CHITHRANI & CHAN,
2007; KHAN et al., 2007; ALKILANY & MURPHY, 2010).

A maioria dos relatdrios cientificos investigou o impacto dos NMs sobre as células é
in vitro, em comparagéo aos estudos in vivo (FISCHER & CHAN, 2007).
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1.8.Avaliacdo IN VIVO

Um organismo como um todo é muito mais complexo do que uma Unica ceélula,
portanto, mais estudos toxicologicos sdo essenciais para avaliar a seguranca das NPs in vivo.
Conforme os autores ALKILANY & MURPHY (2010), estes estudos devem incluir
indicadores gerais de saude, tais como: comportamento, perda de peso, percentual de
mortalidade e longevidade do animal.

Enfatizado por POWERS et al. (2006) a dificuldade de caracterizacdo de toxicidade in
vivo € evidente, uma vez que 0s NMs sdo bastante complexos e os resultados conflitantes das
pesquisas ja realizadas levaram a diferentes conceitos sobre sua utilizacdo e seguranca,
tornando complicado avaliar, generalizar e prever aspectos importantes de toxicidade.

Apesar dos estudos in vitro serem essenciais para nortear futuras pesquisas, modelos
em animais é o sistema mais indicado para a avaliacdo toxicol6gica de um novo agente, e
deve ser utilizado para caracterizar a possivel toxicidade de AuNPs, pois as culturas in vitro
ndo podem replicar a complexidade de um sistema in vivo ou fornecer dados significativos
sobre a resposta de um sistema fisiol6gico a um agente (ZHANG, ROSS & ROEDER, 2010).

Os relatos disponiveis, tanto in vitro quanto in vidro, diversificam amplamente em

seus métodos, levando a conclusdes contraditorias (OSTROWSKI et al., 2009).

1.9.Tecido 6sseo

O tecido dsseo, uma forma especializada de tecido conjuntivo, é o principal elemento
do esqueleto. E composto por diferentes células e uma matriz extracelular calcificada, onde
fibras de estabilizacdo sdo incorporadas.

A composicdo dssea altera abruptamente com a idade, localizacdo anatémica, estado
nutricional e de satde. No geral, a porcentagem mineral 6ssea é em torno de 50-70% da
massa 0ssea no adulto e a matriz organica representa 20-40% de agua e 5-10% de lipidios
(SHEA & MILLER, 2005; WANG et al., 2005).

Quatro tipos de células sdo responsaveis pela formacéo, reabsorcdo e manutencao dos
0ss0s, sendo elas: osteoprogenitoras, osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos. As células

osteoprogenitoras sdo derivadas do mesénquima embrionario e podem se diferenciar em
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osteoblastos e células condrogénicas, localizam-se na camada celular interna do peridsteo,
revestindo os canais de Havers e 0 endosteo (SHEA & MILLER, 2005).

Os osteoblastos sintetizam a matriz ¢ssea e participam da mineralizacdo 0ssea, e suas
funcBes séo influenciadas por um numero de mediadores enddcrinos, como horménio da
paratiredide, prostaglandinas, estrégenos, vitamina D e citocinas. Por outro lado, o0s
osteoclastos sao células grandes, multinucleadas, responsaveis principalmente pela reabsorcao
Ossea durante o processo de remodelacdo do tecido 0sseo. Inimeros fatores influenciam a
regulacao das funcbes dos osteoclastos e a reabsorcéo dssea, tais como, horménio paratiredide
(PTH), calcitonina, glicocorticdides, vitamina D, prolactina, interleucina-1 (IL-1),
interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral (TNF), prostaglandinas, interferon-gama e o
fator de crescimento-beta e outros. Os ostedcitos sdo células osteoblasticas maduras
localizadas no interior da matriz dssea, e varias fungdes sdo atribuidas a estas células, sendo a
manutencdo da homeostase mineral a mais importante, permitindo a difusdo de liquidos e
minerais através do sistema canicular. Também atuam como sensor de estresses mecanicos
responsaveis pelo inicio da reparacdo ou remodelacdo Ossea (MARCUS, 1996;
FERNANDEZ-TRESGUERRES-HERNANDEZ-GII et al., 2006).

Finalmente, as células de revestimento dos ossos sdo formadas pela inativacdo dos
osteoblastos e de outras células do tipo mesenquimais que estdo presentes principalmente nas
superficies 6sseas do individuo na fase adulta. O papel destas células de revestimento inclui a
divisdo do compartimento de fluidos intersticiais a partir do 0sso, o suporte nutricional e
metabolico dos ostedcitos e o inicio da reabsorcdo dssea mediada pelos osteoclastos (MORI
& BURR, 1993; BLAIR, 1998; COMPSTON, 2001; SHEA & MILLER, 2005).

Por meio de uma relagdo cooperativa entre os osteoblastos e osteoclastos, o tecido
0sseo € constantemente remodelado em resposta aos requisitos fisiolégicos (MARCUS,
1996). O processo de formacao e remodelamento do tecido dsseo é influenciado por diversos
fatores tais como hormonais, alimentacdo, genetica, sexo, idade, doencas intercorrentes e
fatores ambientais (DOREA & DONANGELO, 2006).

A matriz éssea € o principal constituinte do 0sso, sendo um material bem organizado,
constituido de componente organico e inorganico. Cerca de 90% da matriz organica do 0sso é
composto de colageno tipo I, que é sintetizado pelos osteoblastos e depositado em camadas
distintas, conhecidas como lamelas nos ossos maduros. Este componente orgénico da matriz
Ossea confere ao 0sso sua forma externa e contribui para a sua capacidade de resistir a carga
tensional. A matriz Gssea também contém uma variedade de proteinas ndo colagenosas, que

podem ser importante na organizacdo da matriz, na mineralizacdo do 0sso, bem como no
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comportamento das células 6sseas. Estas proteinas incluem: osteocalcina, osteonectina,
fosfoproteinas e proteoglicanos (BUCKWALTER et al., 1996; SHEA & MILLER, 2005).

A matriz inorganica, ou fase mineral do osso, constitui cerca de 75% da massa do
tecido 0sseo e é composta principalmente de ions calcio e fosforo, que sdo combinados para
formar cristais extremamente pequenos, os cristais de hidroxiapatita [Cal0(PO4)6(OH)2],
constituindo um reservatorio de ions e conferindo ao 0sso rigidez e resisténcia (POSNER,
1985).

Aproximadamente 99% do calcio do organismo, 85% do fosforo e 40% a 60% do total
de sodio e magnésio estdo associados aos cristais dos minerais 6sseos (SHEA & MILLER,
2005).

Além das doencas crbnicas 0sseas (osteoporose, osteoartrite) associadas ao
envelhecimento, o 0sso também é afetado por varios tipos de cancer originados de metastase
de outros tecidos (90% dos pacientes que foram ao 6bito devido a cancer de mama ou de
préstata, tiveram metéstases 0sseas). O cancer e as metastases no 0sso sao freqlientemente
associados a dor intensa e sua terapia € muito complicada, pela dificuldade da irradiacdo em
atingir o tecido.

A incorporacdo de sistemas de entrega de drogas como agentes terapéuticos 6sseos,
poderia melhorar significativamente as chances de tratamento, aumentando a eficacia da
segmentacdo Gssea e reduzindo a toxicidade ou os efeitos secundarios de novas drogas,
alterando sua farmacocinética e biodistribuicdo, restringindo sua acdo bioldgica ao sistema
esquelético (WANG et al., 2005).

O conhecimento da atuacdo das AuNPs sobre o tecido 6sseo vem despertando grande
interesse, pois sdo esperadas uma nova terapia para desordens Gsseas como a osteoporose,
estratégia de reconstrucdo 6ssea e um sistema avancado de diagnostico por imagem de raio-x
em 3D (ZHANG, ROSS & ROEDER, 2010).

Muitas fungdes dos ossos foram gradualmente sendo relatadas ao longo do tempo, néo
agindo apenas como um tecido de sustentacdo e locomoc¢do do corpo, protecdo de orgdos e
reservatorio de minerais, mas também como depdsito de fatores de crescimento, acidos
graxos, metais pesados e outros elementos téxicos (USKOKOVIC & USKOKOVIC, 2011).

Foram detectadas AuNPs com 40nm de didmetro nos 0ssos de ratos 1 dia e 1 semana
apos uma unica dose de 0,01 mg Au/kg MC (BALASUBRAMANIAN et al., 2010).

Dentre os fatores ambientais influenciando o metabolismo 06sseo, ha& relatos na

literatura de possiveis atuagdes de AuNPs sobre o desenvolvimento e remodelamento 6sseo.
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Foram observadas por (SUL et al., 2010) possiveis influéncias de AuNPs em células
6sseas como reducdo da producdo de espécies reativas (ROS) de oxigénio que poderia inibir a
formacgdo de osteoclastos induzida pela RANKL, causando uma upregulation da enzima
antioxidante glutationa peroxidase (Gpx-1), gerando grandes perspectivas para as terapias de
desordens Gsseas.

Em contrapartida, existem relatos sobre as propriedades estruturais e morfoldgicas de
alguns nanossistemas (nanoparticulas de ouro e prata e nanotubos de carbono) que afetariam
varias funcdes bioldgicas de osteoblastos humanos, como a inducéo de apoptose pela ativacéo
da via da proteina caspase-3, gerando alteracGes morfoldgicas e funcionais dos ostedcitos
MLOY4 (MAHMOOD et al., 2010).

1.10. Rim

Os rins exercem a funcdo de filtracdo, secrecdo e reabsorcdo de agua, sais e outras
substancias, formando a urina que € direcionada para a bexiga por meio dos ureteres e
eliminada pela uretra para o exterior do organismo. Possuem uma céapsula fibrosa que protege
0 cortex, zona periférica, e a medula. Cada rim é formado de tecido conjuntivo que sustenta,
nutre e define a forma do 6rgdo, e de milhdes de unidades filtradoras, os néfrons.

A funcdo dos rins é remover os residuos produzidos pelas células e outras substancias.
Além dessa funcdo excretora, eles também sdo responsaveis pela osmorregulacdo, que se
traduz pela eliminacgdo de agua e sais na urina. (GUYTON & HALL, 2002).

Em caso de intoxicacdo por substancias quimicas, varios tipos de lesbes podem
aparecer nas diferentes partes do sistema urinario tais como edema do tabulo proximal,
degeneracdo e destruicdo nuclear de células renais, interferindo negativamente no mecanismo
de defesa antioxidante, levando a um acumulo de radicais livres, culminando em atrofia,
necrose e morte celular (MAHMOOD et al., 2010)

Um estudo de toxicidade em camundongos com AuNPs revestidas com polietileno-
glicol (PEG) com didmetros de 5, 10, 30, and 60 nm administradas via intraperitoneal com
cerca de 200 uL de solucdo AuNPs numa dose de 4000 ug/Kg, indicou que as particulas de
10 e 60 nm causaram danos aos rins e figado (ZHANG et al., 2011).

Segundo CHOI et al. (2007), o tamanho e a quimica de superficie sdo fatores criticos
na eliminacdo de NPs pelos rins. Estes autores relataram que AuNPs de 13, 5 nm de didmetro
revestidas com polietileno glicol (PEG) podem levar a toxicidade grave.
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Foram injetadas em ratos AuNPs com 10, 50, 100, e 250 nm de tamanho e 24 horas
apos o tratamento quantificaram a concentracdo de AuNPs em diversos 6rgdos, mostrando
qgue AuNPs menores (10nm) foram encontradas em quase todos o0s Orgdos estudados.
Contudo, as AuNPs maiores foram encontradas somente no baco e rim (DE JONG et al.,
2008).

Os autores LONGMIRE, CHOYKE & KOBAYASHI (2008) concluiram que a
concentracdo de AuNPs no rim é dependente do tempo (pOs tratamento), e a acumulagéo
destas com 12,5 nm de tamanho poderia ser pela diferenca de diametro entre estas as NPs 0s
poros glomerulares que sao menores, medindo cerca de 5,5 nm, tonando assim, improvavel a

passagem das NPs pela filtracdo glomerular.

1.11. Figado

O figado é um érgdo chave na fisiologia, recebendo aproximadamente 25% do débito
cardiaco total, o que lhe permite realizar numerosas fungdes vitais, essenciais a manutencao
da homeostasia do organismo. Estrategicamente situado no sistema circulatorio recebe
suprimento sanguineo duplo: cerca de 20% do seu fluxo é rico em O, proveniente da artéria
hepética, enquanto o restante 80% € rico em nutrientes e provém da veia porta. Isto permite ao
figado controlar as substancias absorvidas em todo o intestino e determinar quais vao entrar, e
como vao entrar na circulagéo sistémica.

Este 6rgdo esta sujeito a uma variedade de agentes agressores, metabolizando
compostos exogenos (farmacos e toxinas), inativando-os e excretando-0s. Destaca-se também
pela regulacdo do metabolismo de diversos nutrientes, papel imunolégico, sintese protéica e
de outras moléculas, armazenamento de vitaminas e ferro, e degradacdo hormonal.

As células mais importantes do figado sdo os hepatdcitos, constituindo cerca de 2/3 da
sua massa. Além dos hepatdcitos, das células endoteliais fenestradas e dos componentes
biliares, existem outros tipos de células consideradas fundamentais no figado, as células de
Kupffer (KCS). Estas células, junto com as ceélulas endoteliais, recobrem as placas
hepatocelulares e sdo capazes de fagocitar substancias estranhas presentes no sangue dos seios
hepéaticos. Sdo envoltas por fibras reticulares que por serem descontinuas, permitem a
passagem do plasma aos hepatocitos. Além disso, as KCS estdo diretamente ligadas a certas
patogenias e sdo as primeiras a entrar em contato com bactérias, endotoxinas e restos
microbianos derivados do trato gastrointestinal (GUYTON & HALL, 2002).
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Um aumento do nimero de KCS foi observado no figado de camundongos tratados
com AuUNPs. A ativacdo destas células indicam potencial toxico causado por AuNPs e a
hiperplasia produzida poderia ser correlacionada ao mecanismo de defesa e de desintoxicacéo
(NEYRINCK, 2004).

Avaliou-se a biodistribuicdo de AuNPs 20 nm de diametro, cobertas com diferentes
superficies, incluindo citrato, apds administracdo via intravenosa (i.v) em ratos (0,6-1mg Au /
kg). As AuNPs revestidas com citrato (AuNPs+citrato) foram rapidamente removidas da
circulacdo com 60% da dose injetada acumulada no figado. Apos 24 h, o figado, apresentou
um maior nivel de AuNPs, demonstrando que as AuNPs sdo rapidamente distribuidas e que o
figado é o 6rgdo preferencial de depdsito (MORAIS et al., 2012).

Em um estudo de biodistribuicdo e mudancas da expressdo génica no figado e baco de
ratos apds dose Unica via (i.v) de AuNPs+Citrato com 40 mn de didmetro na dose (0,01 mg
Au/kg MC) com volume de 0,2 mL, os autores BALASUBRAMANIAN et al. (2010)
observaram que altos niveis destas NPs permaneceram relativamente constante durante 24
horas no figado dos animais, indicando uma eliminacéo ineficaz, descrito também por outros
autores mesmo a longo prazo (até 6 meses) (PACIOTTI et al., 2004; BERGEN et al., 2006;
DE JONG et al., 2008).

Outro estudo de biodistribuicdo, também relata a presenca de AuNPs distribuidas no
célon, pulmdo, medula O6ssea, figado, baco e vasos linfaticos apds injecdo intravenosa
(HAGENS et al., 2007).

Estudando o potencial de toxicidade em com AuNPs revestidas com PEG com
didmetros de 5, 10, 30, and 60 nm em camundongos, administradas via intraperitoneal com
cerca de 200 pL de solugdo AuNPs numa dose de 4000 ug /Kg , foram observados como
orgdos-alvo dominantes de acimulo de NPs o baco e o figado. Os resultados mostraram que
as AuNPs com os tamanhos de 5 nm e 10 nm acumularam-se principalmente no figado
(ZHANG et al., 2011).

1.12. Coracéao

O coracdo é uma bomba propulsora de sangue dividido em quatro cavidades,
composta de dois atrios e dois ventriculos, sendo capaz de distribuir o sangue para o pulméo

(circulagdo pulmonar) e para os demais orgaos do corpo (circulagéo sistémica).



31

O fluxo de sangue que é ejetado do coragdo durante a sistole ventricular (momento em
que o masculo cardiaco contrai), acontece de forma intermitente de acordo com o0s eventos
conhecido como ciclo cardiaco. Este fluxo € suficiente para nutrir os sistemas corporais em
condicdes de repouso, sendo necessario que O sangue passe por um circuito de tubos
denominados de vasos sanguineos (GUYTON & HALI, 2002).

Em um estudo de biodistribuicdo através de repetidas administracfes de AuNPs com
tamanhos variados (58, 28, 10 e 4 nm) via oral e tratamento agudo (4 dias) detectaram AuNPs
no coracao, mas em menores quantidades quando comparado com o figado e bagco (HILLYER
& ALBRECHT, 2001).

Outros estudos similares, também observaram a presenca de AuNPs no coragdo
mesmo em quantidades inferiores em relacdo a outros o6rgdos (OBERDORSTER,
OBERDORSTER & OBERDORSTER, 2005; LASAGNA-REEVES et al., 2010).



32

2. OBJETIVOS

Devido aos poucos estudos in vivo sobre comportamento de AuNPs no tecido 6sseo, as
promessas de seu uso no combate as desordens Gsseas e a existéncia de relatos sobre o
potencial toxico das AuNPs sobre importantes 6rgaos como, rim, figado e coracédo, o objetivo
deste estudo foi analisar possiveis influéncias da exposicdo de AuNPs sobre o tecido 6sseo,
rim, figado e coracdo. Assim, apds uma Unica exposicdo intravenosa, foram analisados
parametros biométricos, biofisicos e biomecénicos 6sseos e 0 peso Umido dos Orgaos
supracitados de ratos adultos nos periodos pds-tratamento de uma semana, um més e dois

Meses.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais e Condic¢bes Experimentais

Utilizou-se neste experimento, 106 ratos intactos da linhagem “Wistar”, com quatro
meses de idade (média de massa corporal inicial de £393g), provenientes do Biotério Central
da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar). Os animais foram mantidos em gaiolas
coletivas (entre 7 a 10 por caixa) e permaneceram no Biotério do Laboratorio de
Neuroendocrinologia desta universidade sob regime de luz (10 horas claro e 14 horas escuro)
e temperatura controlados (22°£2°C), com ragdo comercial e agua “ad libitum”.

O experimento foi conduzido de acordo com 0s principios internacionais de ética na
experimentacdo animal (NATIONAL RESEARCH COUNCIL (US) BOARD ON
BIOLOGY, 1998) e todo esforco foi feito para minimizar o desconforto dos animais durante o
estudo. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal da UFSCar, protocolo CEEA n° 078/2010.

3.2. Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos (uma semana, um més e
dois meses), subdivididos em quatro, os quais foram tratados respectivamente com polimero
poliaminoamida (PAMAM), AuNPs+PAMAM, Citrato (tampdo citrato) e Citrato + AuNPs.

Conforme ilustrado na figura 4.

PAMAM

AuNPs+PAMAM

Citrato

1 Semana

Citrato+AuNP

PAMAM PAMAM

AuNPs+PAMAM AuNPs+PAMAM

Citrato Citrato

%)
N
=
i

2 Meses |_

Citrato+AuNP Citrato+AuNP

Figura 4- Distribuicdo dos animais (1 semana, 1 més e 2 meses).
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As nanoparticulas de ouro com (15,1 mg/mL) de concentragdo foram administradas
em uma Unica dose (0,01 mg Au/kg MC) no volume de de 0,4 mL, via veia jugular.

Figura 5- Tratamento com injecéo intravenosa (i.v) via veia jugular.

Os animais foram eutanasiados ap6s uma semana (37 animais), um més (35 animais) e
dois meses (34 animais) ap0s o tratamento. Foram pesados no inicio (antes do tratamento) e
no final (antes da eutanésia) do experimento para acompanhamento do desenvolvimento dos
mesmos.

A injecdo de 0,4 mL de volume na dose de 0,01 mg Au/kg MC de AuNPs foi
determinada baseado no estudo de (BALASUBRAMANIAN et al., 2010), que calcularam a
dose de AuNPs necesséria para percorrer todo o sistema circulatorio do rato, de acordo com
sua massa corporal, ap6s uma injecdo (i.v), simulando uma exposicdo ambiental e ndo
acidental de AuNPs.

Para realizar as injecdes i.v, as solu¢bes foram agitadas em um sonicador da marca

Sonics & Materials Inc. Danbury, Connecticut U.S.A. por 5 minutos.

3.3.Coleta do tecido 6sseo

Ap0s a eutanasia, o fémur direito foi coletado, dissecado e imediatamente armazenado
em solucéo salina 0,9% a -20 °C.

3.3.1. Coleta dos 6rgéos

O rim, figado e coragdo dos animais foram extraidos e imediatamente pesados.
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3.4.Preparo de AuNPs

As AuNPs estabilizadas pelo dendrimero PAMAM-G4 foram fornecidas pelo
Laboratdrio de Nanomedicina e Nanotoxicologia, Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC) da
Universidade de S&o Paulo —USP. Dendrimeros PAMAM sdo macromoléculas hidrofilicas de
PAMAM altamente ramificadas e funcionalizadas com grupos NH, na superficie. As
cavidades desta molécula sdo usadas para o controle do tamanho e estabilizacdo de NPs.
Brevemente, a sintese das AUNP-PAMAM consistiu na adi¢do de 5 mL de HAuCI4 1,0 mmol
L™ a uma solucéo de PAMAM 0,07 mmol L™ G4 e, finalmente, 5 mL de 4cido formico (10%
v/v) sob agitacdo e protegido da luz. Apds um periodo total de 4 horas, a coloracédo do sistema
passou de amarelo claro para vermelho, indicando que o complexo zero valente foi formado
(CRESPILHO et al., 2008).

As AuNPs-citrato foram obtidas por reducdo do sal de ouro pelo citrato, como descrito
por (TURKEVITCH et al.,1951). De forma sucinta, 14 mL de 0,05 mol L™* de HAuCI foram
aquecidas com vigorosa agitacdo. Em seguida, 1 mL de citrato de sddio a 1% foi adicionado.
Este sistema foi mantido sob agitacdo e temperatura de ebulicdo em um sistema de refluxo até
que a cor da solugdo mudasse de amarelo claro para vermelho, e entdo a suspensdo foi
gradualmente resfriada a temperatura ambiente.

O excesso de PAMAM e citrato foram removidos apds sucessivas etapas de
centrifugacdes e lavagem, utilizando tampdo fosfato 0,05 M pH 7,0. O tamanho e a
morfologia das nanoparticulas foram caracterizados por Microscopia Eletronica de
Transmissdo (TEM) (CM120 Bio Twin, FEI-Philips, Hillsbro, USA). Em ambos os casos, as
amostras foram preparadas depositando uma gota da suspensdo de AuNPs sobre uma grade de
cobre recoberta por um filme fino de carbono 300 mesh (Ted Pella, Inc.), a &gua foi
lentamente evaporada a temperatura ambiente. As imagens mostraram a obtencdo de
nanoparticulas esféricas e com didmetro médio de 6,1+0,2 nm e 18,2+0,4 nm, para as AuNPs
estabilizadas em PAMAM e citrato, respectivamente.

A figura 6 mostra o espectro de absor¢do das AuNPs-PAMAM G4. A banda em
aproximadamente 525 nm ¢ tipica de nanoparticulas de ouro e € devida a oscilacdo coletiva

dos elétrons livres, sendo chamada de banda de ressonancia plasménica.
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Figura 6- Espectro de absorcdo das AuNPs-PAMAM.

3.5.Protocolo de Analises

3.5.1. Medidas do comprimento do fémur direito

Estas mensuracdes foram realizadas com um paquimetro (precisdo de 0,05 mm)
seguindo a padronizacéo referencial: regido distal dos condilos femorais (face articular com a

tibia) e saliéncia 6ssea mais proximal do trocanter maior.

3.5.2. Medidas das espessuras das diafises femorais

Foram mensurados com o paquimetro, os didametros maiores (realizado na posicéo
latero-lateral) e menores (realizado na posicao antero-posterior) da diafise femoral, seguindo a
padronizacdo referencial: base do terceiro trocanter.

3.5.3. Parametros Biomecanicos

Por meio do teste de flexdo a trés pontos, as propriedades biomecanicas dos fémures

direitos foram mensuradas utilizando-se a maquina de ensaio universal INSTRON modelo

4444 (Figura 1), cuja célula de carga apresenta capacidade maxima de 100 kgf



37

(aproximadamente 1 kN). As extremidades dos fémures ficaram apoiadas em dois roletes com

didmetro de 3 mm, distanciados em 21,70 mm e a regido central (das diéfises) dos ossos foi
selecionada para a aplicacdo da carga (ROBLING & TURNER, 2002; SHIMANO,
SHIMANO & VOLPON, 2002; AKHTER et al., 2003).

Figura 7- Maquina de Ensaio Universal Instron (modelo 4444) utilizada para o ensaio
de flexdo a trés pontos em fémures de ratos. A: painel de controle; B: célula de carga ligada a
ponte de extensiometria (1 kN); C: haste cilindrica para a aplicacdo de carga (for¢a); D: 0sso

(fémur de rato); E: suporte.

Doze horas antes do inicio do ensaio, os ossos foram descongelados a temperatura
ambiente e mantidos em solucéo salina até 0 momento antecedente ao teste (ENGESAETER,
EKELAND & LANGELAND, 1978; PENG et al., 1994).

No inicio do teste, aplicou-se uma pré-carga de 5 N por meio de uma haste cilindrica
com um rolete de 3 mm em sua extremidade, no sentido pdstero-anterior e perpendicular ao

eixo longitudinal para acomodagdo da amostra (estabilizacdo do fémur). Houve a
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padronizacdo do tempo de acomodagdo em um minuto para todas as amostras e apds este
periodo, aplicou-se uma forga no mesmo sentido, com velocidade constante de 0,5 cm/min,
até o momento da ruptura do 0sso.

Os resultados dos ensaios foram registrados pelo software Instron Series IX na forma
gréafica, gerando uma curva: carga x deformagéo (Figura 2). Da andlise das curvas obtiveram-
se as seguintes propriedades biomecéanicas: carga (for¢a) maxima, resiliéncia, e rigidez.

3.5.3.1. Carga Méaxima (N)

Corresponde a maior carga suportada pela amostra (fémur) durante o ensaio (C,, na

figura 8).

3.5.3.2. Resiliéncia (J)

Corresponde a area sob a curva carga x deformacdo até o limite elastico. Representa a
energia absorvida pelo tecido 6sseo durante a fase elastica, ou seja, 0 impacto que a amostra

suporta sem deformar-se permanentemente.

3.5.3.3. Rigidez (N/mm)

Determinada por meio da inclinacdo da reta (T) ajustada aos pontos da curva carga X
deformacéo na fase elastica (SOGAARD et al., 1997). Representa a capacidade de resistir a

deformacdes.
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Figura 8: Gréafica Carga x Deformacdo utilizada para determinacdo das propriedades
biomecanicas: C,: Carga Maxima; Cs: a area desta regido corresponde a Resiliéncia; T:
tangente da regido O/C; da curva, sendo o angulo desta correspondente a Rigidez.

3.5.4. Parametros Fisicos

Apbs a verificacdo dos parametros biométricos dos fémures dos animais (grupos
controle e tratados), os ossos foram mantidos (imersos em agua destilada) em um dessecador
por um periodo de 24 horas objetivando a retirada do ar presente nos poros 0sseos. Em
seguida obteve-se 0s pesos imerso (Pi) e umido (Pu). Esses dados foram coletados antes do
ensaio biomecanico e, ap6s 0 mesmo, as amostras ficaram armazenadas em uma estufa na
temperatura de 100° C durante 24 horas com o intuito de desidratacdo e, posteriormente, a
coleta do peso seco (Ps). Para obtencdo do peso das cinzas (material mineral - Pm), 0s 0ss0s
forma mantidos em uma mufla na temperatura de 800° C por um periodo de 24 horas
(NORDSLETTEN et al., 1994). Todas as medidas citadas foram obtidas por meio de uma
balanca eletronica (marca Chyo).
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Baseando-se no Principio de Arquimedes, foi calculado o volume 06sseo e
subsequentemente densidade 6ssea e mineral, percentuais 6sseos de agua, material organico e

material mineral, por meio das formulas citadas abaixo (MARTIN, 1990):

Volume 6sseo = Pu—Pi (cm3)

p

Densidade Gssea = Pu (g/cmd)

Volume Osseo

Densidade mineral - Pm (g/cm3)

Volume ésseo

Percentual Osseo de Agua = 100 x (Pu-Ps)
Pu

Percentual Material Orgénico = 100 x (Ps-Pm)
Pu

Percentual Material Mineral = 100 x Pm
Pu

Onde:

Pu = peso umido 6sseo

Ps = peso 0sseo da amostra desidratada

Pi = peso imerso 6sseo

Pm = peso do material mineral (cinzas)

P = densidade da 4gua
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3.6.Peso dos Orgéos

ApOs a eutanasia dos animais, as massas do rim, figado e coracdo foram obtidas
imediatamente apds sua extracdo (em gramas) por meio de uma balanga eletronica (marca
Chyo).
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4. Andlise Estatistica

Os dados obtidos em cada grupo (média £ desvio padrdo) foram comparados entre si
por meio do teste paramétrico One Way Anova e o teste de comparacbes multiplas
Bonferroni. Toda anélise foi realizada por meio do software GraphPad Prism® adotando-se

um nivel de significancia menor que 5% (p<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1. Massa Corporal

Na tabela 1, observa-se os valores da massa corporal inicial (antes do tratamento) e
final (antes da eutanasia) dos animais dos grupos PAMAM, PAMAM+AuNPs, Citrato e
Citrato+AuNPs, uma semana, um més e dois meses apds a administracdo das nanoparticulas.

Apesar das diferencas nos tamanhos das NPS, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos nos diferentes periodos.

Tabela 1: Massa corporal (g) Inicial (Ini) e Final (Fin) dos animais dos grupos PAMAM,
AuNPs+PAMAM, Citrato e AuNPs+Citrato eutanasiados uma semana, um més e dois meses
apos injecdo de AuNPs.

Grupos Parametro PAMAM AUNPs+PAMAM Citrato AuNPs+Citrato

Massa (Ini) 391,25+ 9,34(8) 392,57 +9,59(8) 398,22 +8,33(9) 396,00 % 8,00(9)
1 SEMAMA

Massa (Fin) 405,75 +8,71(8) 405,550 + 8,26(8) 410,22 +7,77(9) 408,22 + 8,45(9)

Massa (Ini) 385,77 +9,66(9) 390,00 +8,79(10) 397,75+8,73(8) 396,20 % 8,24(10)

Massa (Fin) 419,78 +12,27(9) 423,50 + 11,33(10) 432,25+ 14,79(8) 430,30 + 14,61(10

Massa (Ini) 394,29 + 15,81(7) 393,25 + 14,66(8) 397,56 +12,52(9) 397,00 + 14,73(10]
2 MESES

Massa (Fin) 458,86 +36,75(7) 421,75 +27,37(8) 429,56+ 36,75(9) 417,60 + 22,68(10

Média + Desvio Padrdo; ( ) = n° de animais

Os valores das massas inicial e final dos animais dos grupos PAMAM,
PAMAM+AUNPs, Citrato e Citrato+AuNPs, uma semana, um més e dois meses apos a
administracdo das NPs podem ser observados nas figuras 9, 10 e 11. N&o houve diferengas
significativas entre 0s grupos nos diferentes periodos.
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Figura 9 - Representacdo Esquematica dos valores de massa corporal inicial e final dos
animais ap6s uma semana de tratamento dos diferentes grupos experimentais. O teste
paramétrico One Way Anova ndo detectou diferencas significativas entre 0s grupos para
p<0,05.
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Figura 10 - Representacdo Esquematica dos valores de massa corporal inicial e final dos
animais apos um més de tratamento dos diferentes grupos experimentais. O teste paramétrico
One Way Anova nédo detectou diferencas significativas entre os grupos para p<0,05.
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Figura 11 - Representacdo Esquematica dos valores de massa corporal inicial e final dos
animais apds dois meses de tratamento dos diferentes grupos experimentais. O teste
paramétrico One Way Anova ndo detectou diferencas significativas entre os grupos para
p<0,05.

5.2.Parametros Biomeétricos, Biofisicos e Biomecanicos

Pode-se observar nas tabelas 2, 3, 4 as medidas do comprimento, didmetro maior e
menor da diafise femural e os valores do volume dsseo, densidade 6ssea e mineral, Forca
Méaxima, Resiliéncia e Rigidez dos fémures direito dos animais de cada grupo: PAMAM,
AuUNPs+PAMAM,Citrato e AuNPs+Citrato nos tempos de uma semana, um més e dois
meses. Apesar das diferengas nos tamanhos das NPS, ndo houve diferencas significativas dos
diferentes pardmetros entre 0s grupos nos seus respectivos periodos de tratamento.
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Tabela 2: Parametros Biométricos, Biofisicos e Biomecanicos dos fémures dos animais dos
grupos PAMAM, AuNPs+PAMAM, Citrato e AuNPs+Citrato, eutanasiados uma semana

apos a injecdo de AuNPs.

Grupos Parametros PAMAM AuUNPs+PAMAM Citrato AuNPs+Citrato
Comp. (mm) 3,92 +0,06 (8) 3,93+0,03 (8) 3,96 + 0,06 (9) 3,99 + 0,03 (9)
Biométricos @ Maior (mm) 0,59 + 0,06 (8) 0,60 + 0,06 (8) 0,60+ 0,01 (9) 0,60 % 0,01 (9)
@ Menor (mm) 0,31+ 0,02 (8) 0,32 0,03 (8) 0,32 0,09 (9) 0,32+ 0,06 (9)
Volume (cm®) 0,62+0,03(8)  0,66+0,03(8) 0,62 + 0,03 (9) 0,63+ 0,03 (9)
Biofisicos | D-Ossea (g/em?) 155+003(8) 1,56+ 0,05 (8) 1,57 +0,01 (9) 1,57 +0,02 (9)
D.Mineral (g/cm®) 0,65+0,04(8)  0,65+0,06 (8) 0,62 + 0,04 (9) 0,61+ 0,04 (9)
Forca Méx. (N) 118,4+ 8,5(8) 1179499 (8)  1085+137(9 1055 10,4 (9)
__Resiliéncia () 0,054+ 0,013 (8) 0,057 +0,017(8) 0048+0,012(9) 0,049 + 0,06(9)
Biomecanicos
Rigidez (N/mm) 230,34 +1026 (8) 238,80 +9,48(8) 229,02 +1196 (9) 226,20 + 17,25(9)

Comp = comprimento, & = diametro, D= densidade, Média + Desvio Padrdo; ( ) = n® de animais
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Tabela 3: Parametros Biométricos, Biofisicos e Biomecanicos dos fémures dos animais dos
grupos PAMAM, AuNPs+PAMAM, Citrato e AuNPs+Citrato, eutanasiados um més apos a

injecdo de AuNPs.
AUNPs+PAMA _ _
Grupos Parametros PAMAM M Citrato AuNPs+Citrato
Comp.(mm) 4,03 +0,03 (9) 4,05 + 0,06 (10) 4,04 +0,06 (8) 4,05+0,06 (10)
Biométricos
@ Maior(mm) 0,62 +0,02 (9) 0,62 + 0,02 (10) 0,63 +0,02 (8) 0,64 + 0,01 (10)
@ Menor(mm) 0,33+ 0,01 (9) 0,34 +0,01 (10) 0,34 + 0,05 (8) 0,34 + 0,01 (10)
Volume (cm®) 0,64 + 0,05 (9) 0,67 + 0,03 (10) 0,68 + 0,03 (8) 0,69+0,06 (10)
Biofisicos . o’
D. Ossea (g/cm’) 1,59 + 0,07 (9) 1, 56 + 0,02 (10) 1,57 + 0,02 (8) 1,56 + 0,06 (10)
. 3
D. Mineral (g/em”) (67 4+ 0,05 (9) 0,67 +0,04 (10) 0,69 +0,03 (8) 0,65 + 0,03 (10)
Forca Méx. (N) 129,6+9,50 (9)  134,22+16,22 (10)  141,80+7,9(8) 138,56 + 18,88 (10)
Biomecanicos
Resiliéncia (J) 0,062+0014(9)  0076+0017(10)  0,078+0,014(8) 0,068 + 0,022 (10)

Rigidez (N/mm)

272,20 £ 21,64 (9)

279,76 + 69,61 (10)

306,00 + 42,46 (8)

300,75 + 25,39 (10)

Comp = comprimento, & = diametro, D= densidade, Média + Desvio Padrdo; ( ) = n® de animais
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Tabela 4: Parametros Biométricos, Biofisicos e Biomecanicos dos fémures dos animais dos
grupos PAMAM, AuNPs+PAMAM, Citrato e AuNPs+Citrato, eutanasiados dois meses ap0s

a injecdo de AuNPs.

PAMAM

AUNPs+PAMAM

Citrato

AuNPs+Citrato

4,01+0,12 (7)

0,49 + 0,03 (7)

0,36 + 0,01 (7)

4,00 + 0,08 (8)

0,48 + 0,02 (8)

0,35 + 0,01 (8)

4,07 + 0,06 (9)

0,49 + 0,03 (9)

0,35 + 0,02 (9)

4,04 + 0,06 (10)

0,49 + 0,02 (10)

0,36 + 0,02 (10)

Grupo Parametro
Comp.(mm)
Biométricos
@ Maior (mm)
@ Menor (mm)
Volume (cm®)
Biofisicos

D. Ossea (g/cm®)

D. Mineral (g/cm®)

0,73 + 0,05 (7)
1,54 + 0,02 (7)

0,66 + 0,03 (7)

0,72 £0,03 (8)
1,55 + 0,04 (8)

0,66 + 0,04 (8)

0,73 0,05 (9)
1,54 + 0,02 (9)

0,65 + 0,03 (9)

0,71 + 0,05 (10)
1,55 + 0,04 (10)

0,66 + 0,03 (10)

Forca Méax. (N)
Biomecanicos
Resiliéncia (J)

Rigidez (N/mm)

161,69 + 16,75 (7)

0,083 + 0,024 (7)

341,63 + 29,55 (7)

150,68 + 10,52 (8)

0,069 + 0,030 (8)

323,59 + 34,95 (8)

152,06 + 19,77 (9)

0,071 + 0,016 (9)

341,94 + 48,93 (9)

148,08 + 9,45 (10)

0,78 + 0,19 (10)

347,85 + 33,75(10)

Comp = comprimento, & = diametro, D= densidade, Média + Desvio Padrdo; ( ) = n® de animais

Os valores dos parametros biométricos, biofisicos e biomecéanicos dos animais dos
grupos PAMAM, PAMAM+AUNPs, Citrato e Citrato+AuNPs, uma semana, um més e dois

meses apds a administracdo das NPs podem ser observados nas figuras 12, 13, 14, 15, 16, 17,

18, 19 e 20. Néo houve diferencas significativas entre os grupos nos diferentes periodos.
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Figura 12 - Representacdo Esquematica dos valores de parametros biométricos dos fémures
dos animais apds uma semana de tratamento dos diferentes grupos experimentais. O teste
paramétrico One Way Anova ndo detectou diferencas significativas entre 0s grupos para

p<0,05.
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Figura 13 - Representagcdo Esquematica dos valores de pardmetros biofisicos dos fémures dos
animais ap6s uma semana de tratamento dos diferentes grupos experimentais. O teste
paramétrico One Way Anova ndo detectou diferencas significativas entre os grupos para

p<0,05.
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Figura 14 - Representacdo Esquematica dos valores de parametros biomecéanicos dos fémures
dos animais apds uma semana de tratamento dos diferentes grupos experimentais. O teste
paramétrico One Way Anova ndo detectou diferencas significativas entre 0s grupos para
p<0,05.
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Figura 15 - Representacdo Esquematica dos valores de parametros biométricos dos fémures
dos animais ap6és um més de tratamento dos diferentes grupos experimentais. O teste
paramétrico One Way Anova ndo detectou diferencas significativas entre 0s grupos para
p<0,05.
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Figura 16 - Representacdo Esquematica dos valores de parametros biofisicos dos fémures dos
animais apds um més de tratamento dos diferentes grupos experimentais. O teste paramétrico
One Way Anova ndo detectou diferencas significativas entre os grupos para p<0,05.
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Figura 17 - Representacdo Esquematica dos valores de parametros biomecanicos dos fémures
dos animais ap6s um més de tratamento dos diferentes grupos experimentais. O teste

paramétrico One Way Anova ndo detectou diferencas significativas entre os grupos para
p<0,05.
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Figura 18 - Representacdo Esquematica dos valores de parametros biométricos dos fémures
dos animais apds dois meses de tratamento dos diferentes grupos experimentais. O teste
paramétrico One Way Anova ndo detectou diferencas significativas entre os grupos para

p<0,05.
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Figura 19 - Representacdo Esquematica dos valores de parametros biofisicos dos fémures dos
animais apo0s dois meses de tratamento dos diferentes grupos experimentais. O teste
paramétrico One Way Anova ndo detectou diferencas significativas entre os grupos para

p<0,05.
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Figura 20 - Representacdo Esquematica dos valores de pardmetros biomecanicos dos fémures
dos animais ap6s dois meses de tratamento dos diferentes grupos experimentais. O teste

paramétrico One Way Anova nao detectou diferencas significativas entre os grupos para
p<0,05.

5.3.Peso Umido dos Orgaos

Podem-se observar nas tabelas 5, 6 e 7 os valores das massas do rim, figado e coracédo
dos animais de cada grupo: PAMAM, PAMAM+AuUNPs,Citrato e Citrato+AuNPs nos
tempos de uma semana, um més e dois meses. Apesar das diferengas nos tamanhos das NPS,

ndo houve diferencas significativas entre 0s grupos nos seus respectivos periodos de
tratamento.

Tabela 5: Massa do rim, figado e coracdo dos animais dos grupos PAMAM,

AuNPs+PAMAM, Citrato e AuNPs+Citrato, eutanasiados uma semana ap6s a injecdo de
AUNPs.

Orgéos PAMAM AuNPs+PAMAM Citrato AuNPs+Citrato
Rim (g/100 g) 0,31+0,01 (8) 0,30 +0,01 (8) 0,31+0,01 (10) 0,32 £0,02 (10)
Figado (g/100 g) 2,43 £0,11 (8) 2,37 £0,10 (8) 2,51 +0,23 (10) 2,53 0,19 (10)
Coragdo (g/100 g) 0,31 £0,01 (8) 0,30 0,01 (8) 0,33 £0,02 (10) 0,32 £0,03 (10)

Média + Desvio Padrao; ( ) = n° de animais
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Tabela 6: Massa do rim, figado e coracdo dos animais dos grupos PAMAM,
AuNPs+PAMAM, Citrato e AuNPs+Citrato, eutanasiados um més apo6s a injecdo de AuNPs.

, AUNPs+ ) AuNPs+
Orgéos PAMAM Citrato )
PAMAM Citrato
Rim (g/100 g) 0,29+0,020 (9) 0,30 £0,017 (10) 0,31+0,016 (8) 0,30+0,016 (10)

Figado (g/100 g) 2,21+0,125 (9) 2,25 +0,115 (10) 2,34 0,172 (8) 2,26 0,084 (10)

Coragdo (g/100g)  0,30£0,013 (9) 0,30£0,016 (10) 0,29+0,030 (8) 0,31£0,023 (10)

Média + Desvio Padrao; ( ) = n° de animais

Tabela 7: Massa do rim, figado e coracdo dos animais dos grupos PAMAM,
AuNPs+PAMAM, Citrato e AuNPs+Citrato, eutanasiados dois meses apds a injecdo de
AUNPs.

Orgéos PAMAM AUNPs+PAMAM Citrato AuNPs+Citrato
Rim (g/100 g) 0,280,020 (7) 0,30£0,016 (8) 0,280,021 (9) 0,290,029 (10)
Figado (g/100 g) 2,13+0,114 (7) 2,1840,156 (8) 2,0840,189 (9) 2,3240,369 (10)

Coragdo (g/100 g) 0,30+0,029 (7) 0,31+0,023 (8) 0,29+0,022 (9) 0,31+0,028 (10)

Média + Desvio Padrdo; ( ) = n° de animais

Os valores dos pesos Umidos dos 6rgaos (rim, figado e coracdo) dos animais dos
grupos PAMAM, PAMAM+AUNPs, Citrato e Citrato+AuNPs, uma semana, um més e dois
meses apds a administragcdo das nanoparticulas podem ser observados nas figuras 21, 22 e 23.

N&o houve diferencas significativas entre os grupos nos diferentes periodos.
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Figura 21- Representacdo Esquematica dos valores dos pesos dos o6rgdos (g/100 g) dos
animais apés uma semana de tratamento dos diferentes grupos experimentais. O teste
paramétrico One Way Anova nao detectou diferencas significativas entre os grupos para
p<0,05.
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Figura 22 - Representacdo Esquematica dos valores dos pesos dos 6rgaos (g/100 g) dos
animais ap6s um més de tratamento dos diferentes grupos experimentais. O teste paramétrico
One Way Anova nédo detectou diferencas significativas entre os grupos para p<0,05.
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Figura 23 - Representacdo Esquematica dos valores dos pesos dos 6rgaos (g/100 g) dos
animais ap0s dois meses de tratamento dos diferentes grupos experimentais. O teste
paramétrico One Way Anova ndo detectou diferencas significativas entre os grupos para
p<0,05.
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6. DISCUSSAO

O modelo de tratamento por meio de injecdo intravenosa, considerado por
SEMMLER-BEHNKE et al. (2008) como a principal via para pesquisas in vivo, obteve facil
adaptacdo dos animais, ndo causando alteracdes significativas da massa corporal nem do
comportamento, e com baixo indice de mortalidade.

Foi recomendado que investigagOes in vivo devessem incluir indicadores gerais de
salide, tais como: comportamento, perda de massa corporal, porcentagem de mortalidade e
expectativa de vida (BURR, ROBLING & TURNER, 2002). Estudos em animais
monitorados constituem um passo essencial para a extrapolacdo de efeitos bioldgicos para a
seguranca da satde humana (CELIK, OGENLER & COMELEKOGLU, 2005).

A homogeneidade da massa corporal é uma variavel importante, pois a massa corporal
exerce estresse mecanico sobre 0s 0ssos e contribui para o ganho de massa 0ssea (BURR,
ROBLING & TURNER, 2002). Os diferentes tratamentos ndo modificaram o ganho de massa
corporal dos animais. Nossos achados corroboram os resultados de outros autores que nédo
encontraram alteracdo da massa corporal dos animais tratados com AuNPs (LASAGNA-
REEVES et al., 2010; MORAIS et al., 2012). Lembrando que os animais na idade adulta
continuam a crescer, o tratamento com as AuNPs ndo influenciou o desenvolvimento 6sseo
dos animais, pois os parametros biométricos e biofisicos foram semelhantes entre 0s animais
dos diferentes grupos experimentais.

Foi constatado que AuNPs de diferentes tamanhos (4, 12 e 18 nm), apesar de serem
levadas por células humanas, ndo causaram quaisquer prejuizos aos animais (CONNOR et al.,
2005). Em um estudo de toxicidade de AuNPs cobertas com citrato em varios tamanhos (3, 5,
8,12, 17, 37, 50 e 100nm) em camundongos, foi constatado que os tamanhos menores (3 e 5
nm) e os maiores (50 e 100 nm) ndo foram prejudiciais a satde dos animais, na dose utilizada.
No entanto, foi percebido pelos autores que o intervalo de tamanho entre 8 e 37 nm, causaram
efeitos letais aos animais, induzindo doenca grave relacionada a danos ao figado, bago e
pulmé&o, perda de apetite, perda de massa corporal, alteragédo da cor da pele e reducdo da
expectativa de vida (CHEN et al., 2009 ). Estes dados conflitantes podem refletir uma ndo

padronizacdo dos protocolos experimentais resultantes das diferentes condi¢Ges experimentais
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encontradas na literatura. Ademais, estas diferencas podem ser devido a varidvel
biodisponibilidade das AuUNPs (OSTROWSKI et al., 2009).

Além disso, varios fatores fisiologicos, fisicos e quimicos (forma, tamanho e
superficie da nanoparticula), variacGes do periodo de tratamento, dose, via de administracao
de nanomateriais, entre outros, que estariam envolvidos na determinacéo de quanto da massa
de AuNPs administrada ficaria retida no organismo. Esta massa retida poderia interagir com
diversos sistemas, prejudicando o desenvolvimento e o ganho de massa corporal dos animais
utilizados em diferentes experimentos (POWERS et al., 2006).

Neste estudo, foram utilizadas AuNPs conjugadas com PAMAM no tamanho de
6+0,2 nm de didmetro e AuNPs estabilizadas com citrato apresentando 18,2+0,4 nm de
tamanho. Nossos resultados foram semelhantes nos diferentes tratamentos, indicando que o
tamanho das particulas ndo influenciou os diferentes tecidos analisados.

Os resultados obtidos neste experimento com os animais dos grupos tratados com
AuNPs+PAMAM e apenas com o estabilizante PAMAM, ndo exibiram alteragdes em
nenhum dos parametros analisados com o fémur direito de ratos , indicando que AuNPs
estabilizadas com PAMAM, na dose utilizada, ndo influenciaram a qualidade dssea dos
animais, independente do tempo de exposicdo. Efeitos semelhantes foram obtidos com a
massa dos diferentes 6rgaos.

No entanto, é fundamental distinguir entre os efeitos das AuUNPs e dos estabilizantes
(DANIEL & ASTRUC, 2004), lembrando que uma possivel toxicidade in vivo dos
dendrimeros ainda ndo foi sistematicamente investigada (HEIDEN et al., 2007). Outros
estudos sobre a possivel influéncia dos estabilizantes das AuNPs, foram analisadas com
biotina, cisteina, citrato, glicose, que ndo apresentaram efeitos tdxicos sobre células
leucémicas K562, em contraste com solucdes de é&cido clorodurico (HAuCI4), que
demonstraram serem toxicas para 90% das células (CONNOR et al., 2005).

Em nosso estudo, os animais tratados com AuNPs+citrato, ndo exibiram alterac6es de
nenhum dos parametros analisados em comparacgédo aos fémures daqueles tratados com citrato.
Estes resultados indicam que as AuNPs+citrato na dose utilizada, ndo influenciaram na
gualidade Gssea dos animais.

Em um experimento in vitro, foram relatadas alteracdes morfologicas e funcionais dos
ostedcitos MLOY4 quando expostos a uma variedade de nanomateriais, incluindo
nanoparticulas de ouro e prata. Tais modificagcbes envolviam tamanho, forma e fungdes destas
células (MAHMOOQOD et al., 2010).
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Em contrapartida, SUL et al. (2010) constataram a agdo de AUNPs como
antioxidantes, reduzindo a formacéo de espécies reativas de oxigénio. Este processo poderia
inibir a formacdo de osteoclastos. Porém, ndo foram observados tais efeitos nos fémures dos
animais deste estudo, pois ndo houve diferencas significativas dos parametros biofisicos ou
biomecanicos.

Os resultados obtidos com a massa dos 6rgéos (rim, figado e coracéo) dos animais dos
grupos tratados com AuNPs+Citrato e apenas com o estabilizante citrato, ndo exibiram
variacOes significativas em nenhum dos periodos de tratamento, indicando que AuUNPSs
estabilizadas com citrato, na dose utilizada, ndo influenciaram a massa dos érgdos dos
animais.

Os pesquisadores BALASUBRAMANIAN et al. (2010) em um estudo de
biodistribuicdo, observaram a presenca de AuNPs+Citrato com 40 mn de didmetro na dose de
0,01 mg Au/kg MC, ap6s o tratamento com injecdo i.v com volume de 0,2 mL nos 0ssos,
rim, figado e coragdo de ratos.

Nosso trabalho € relevante em virtude de poucos estudos in vivo voltados aos efeitos
de AuNPs sobre o tecido dsseo propriamente dito, pois a maioria dos relatos existentes na
literatura enfocam apenas as células do tecido ésseo in vitro, e também por indicar que
AUNPs estabilizadas com PAMAM ou citrato na dose similar a de uma exposi¢do ambiental
mesmo com diferentes tamanhos, ndo influenciaram a massa dos 6rgdos como o figado, rim e
coracdo, corroborando com os achados de (LASAGNA-REEVES et al., 2010).
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7. CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que as AuNPs com 6,1+0,2 nm esféricas, estabilizadas pelo
dendrimero PAMAM-G4 e as AuNPs 18,2+0,4 nm esféricas estabilizadas com citrato ndo
modificaram a massa dos Orgdos analisados (rim, figado e coragdo) como também n&o
causaram alteracGes dsseas nos fémures de ratos tratados com uma Unica injecdo intravenosa
com volume de 0,4 mL na dose de 0,01 mg Au/kg MC, analisados ap6s uma semana, um més
e dois meses. Portanto, os resultados apontaram que a dose de AuNPs utilizada neste estudo
ndo prejudicou os 6rgaos e a qualidade do tecido 6sseo.

Estes resultados podem auxiliar no entendimento de possiveis acGes de AuNPs sobre
0s Orgaos e o tecido 6sseo, em uma situacdo de exposicdo ambiental, tendo em vista sua
crescente utilizagdo em diversas situacdes comerciais e médicas, incluindo a iminéncia de seu
uso como marcadores de microlesdes dsseas por imagem 3D e de novas terapias voltadas a

desordens 6sseas, minimizando ou evitando eventuais efeitos nocivos.
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