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RESUMO

Nanoparticulas (NPs) séo estruturas com tamanho submicrométrico, que em razao
de seu tamanho, interagem com diferentes func¢des celulares. Particulas sintetizadas
em nanoescala apresentam propriedades biolégicas, quimicas, mecanicas,
magnéticas, com impactos signficativos no diagnostico e na terapia para o
tratamento de diferentes doencas humanas. Estes materiais possuem um grande
potencial para serem utilizados na &rea biomédica, podendo ser empregados no
desenvolvimento de diferentes biocarreadores de farmacos, gracas a sua
capacidade de atravessar mudltiplas barreiras biolégicas e liberar uma carga
terapéutica na faixa de dosagem ideal. NPs poliméricas obtidas por polimerizacdo de
tiol-eno tém recebido atencdo de muitos pesquisadores devido a sua versatilidade
na composicao e estrutura e as suas inUmeras vantagens, entre elas, a possibilidade
de ser biocompativeis e biodegradaveis. No entanto, a aplicabilidade de novos
nanomateriais na area da saude requer estudos rigorosos a respeito da toxicidade e
biodistribuicdo destas NPs. Assim, o0 objetivo deste estudo foi avaliar a
biocompatibilidade de NPs de politioéter-éster (PTEe) e de NPs magnéticas
revestidas de politioéter-éster (PTEe-MNPSs) obtidas por polimerizagédo de tiol-eno.
Para tal, apds a caracterizacdo das NPs, doses de 20mg/kg foram injetadas por via
intraperitoneal em camundongos Swiss e 0S parametros comportamentais e
bioquimicos foram investigados em cinco o6rgados diferentes. 24 horas apos a
administragao, foram realizados os testes de von Frey, acetona, teste de retirada da
cauda, teste de campo aberto e rotarod. Apds a avaliacdo dos parametros
comportamentais, foram avaliados o conteldo de dopamina em diferentes regifes
do cérebro e os parametros de estresse oxidativo (DCFH, nitrito, carbonil, sulfidrila,
SOD e GSH). As NPs apresentaram tamanho na faixa de 120 nm, morfologia
esférica e carga superficial negativa. Nenhuma das NPs apresentou alteracdes
comportamentais significativas. Em nenhum dos tecidos avaliados foi observado o
desenvolvimento de um quadro de estresse oxidativo, pelo contrario, em alguns
tecidos as NPs apresentaram um comportamento potencialmente antioxidante. Foi
observada uma reducédo significativa nos niveis de dopamina no tecido estriado,
porém sdo necessarios mais estudos para confirmar uma possivel toxicidade.
Coletivamente, nossos resultados sugerem que ambas as NPs ndo induzem
toxicidade aguda aos diferentes 6rgaos avaliados, indicando que elas podem ser
consideradas biocompativeis e potencias carreadores para serem associados a
farmacos e utilizados na area biomédica.

Palavras-chave: NPs poliméricas, nanoparticulas magnéticas, biocarreadores,
biocompatibilidade, estresse oxidativo, parametros comportamentais.



ABSTRACT

Nanoparticles (NPs) are structures with submicrometric size, which, due to their size,
interact with different cellular functions. Particles synthesized at a nanoscale have
biological, chemical, mechanical and magnetic properties, with significant impacts on
diagnosis and therapy for the treatment of different human diseases. These materials
have great potential in the biomedical field, and can be used in the development of
different biocarriers of drugs, thanks to their ability to overcome multiple biological
barriers and release a therapeutic load in the ideal dosage range. Polymeric NPs
obtained by thiol-ene polymerization have received attention from many researchers
due to their versatility in composition and structure and their numerous advantages,
including the possibility of being biocompatible and biodegradable. However, the
applicability of new nanomaterials in the health area requires rigorous studies of the
toxicity and biodistribution of these NPs. Thus, the aim of this study was to evaluate
the biocompatibility of polythioether ester NPs (PTEe) and magnetic NPs coated with
polythioether ester (PTEe-MNPs) obtained by thiol-ene polymerization. For this, after
the characterization of the NPs, doses of 20mg/kg were injected intraperitoneally into
Swiss mice and the behavioral and biochemical parameters were investigated in five
different organs. 24 hours after administration, von Frey test, acetone, tail-flick test,
open field and rotarod were performed. After evaluating the behavioral parameters,
the dopamine content in different regions of the brain and the oxidative stress
parameters (DCFH, nitrite, carbonyl, sulfhydryl, SOD and GSH) were evaluated. The
NPs had a size in the range of 120 nm, spherical morphology and negative surface
charge. None of the NPs showed significant behavioral changes. In none of the
evaluated tissues was observed the development of an oxidative stress condition, on
the contrary, in some tissues the NPs showed a potentially antioxidant behavior. A
significant reduction in dopamine levels has been observed in striated tissue, but
further studies are needed to confirm possible toxicity. Collectively, our results
suggest that both NPs do not induce acute toxicity to the different evaluated organs,
indicating that they can be considered biocompatible and potential carriers to be
associated with drugs and used in the biomedical field.

Keywords: Polymeric NPs, magnetic NPs, biocarriers, biocompatibility, oxidative
stress, behavioral parameters.
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1 INTRODUCAO

Nanoparticulas (NPs) séo estruturas com tamanho submicrométrico, que
podem ser preparadas através de uma grande variedade de métodos e classificadas
pelas suas propriedades fisicoquimicas, como tamanho, morfologia, composi¢édo
(polimeros, lipideos, materiais inorganicos), potencial zeta e origem (natural ou
sintético) (Neufeld, 2006;Elsabahy; Wooley, 2013; Jain; Jain; Mahajan, 2015; Reis;
Sukhanova et al., 2018). Transpondo a barreira entre ciéncias bioldgicas e fisicas
com a aplicagdo de nanoestruturas em diferentes campos da ciéncia, as NPs
tornaram-se amplamente utilizadas na agricultura, medicina, eletronica e muitas
outras industrias. Devido ao seu tamanho reduzido e propriedades Unicas, nos
altimos anos a nanobiotecnologia tem contribuido significativamente na éarea
biomédica para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos e diagnosticos
(Sukhanova et al., 2018).

Atualmente existem nanomateriais provenientes de diversas fontes, com
caracteristicas distintas e especificas. Por exemplo, nanotubos de carbono e NPs
constituidas de metais, geraram um grande interesse comercial devido as suas
notaveis propriedades intrinsecas, como alta resisténcia a tracdo e condutividade
(Sharifi et al., 2012). No entanto, em uma época de aumento dos precos do petrdleo,
aguecimento global e outros problemas ambientais, o uso de matérias-primas
renovaveis pode ser uma contribuicdo significativa para o desenvolvimento
sustentavel. Neste sentido, os Oleos vegetais sdo a matéria-prima renovavel mais
importante para a indUstria quimica. Sao triglicerideos com diferentes composicdes
de acidos graxos, dependendo da planta, safra, estacdo e condi¢cdes de crescimento
( Liechty et al., 2010;Jain; Jain; Mahajan, 2015)

Os acidos graxos sdo usados para o0 desenvolvimento de estruturas
poliméricas, seja diretamente ou como base para a sintese de monémeros mais
sofisticados. Estes sdo materiais renovaveis valiosos para a sintese de mondémeros
gue contém propriedades especificas e ndo requerem extensa modificacdo quimica
antes de sua aplicacéo (Igbal et al., 2012).

NPs obtidas de polimeros, ou NPs poliméricas, sdo sistemas carreadores
de farmacos, que possuem diametros menores que 1 pm e podem variar em

tamanho dependendo do campo de aplicacdo (Schaffazick; Guterres, 2003) Essas
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NPs também podem ser classificadas como nanoesferas ou nanocapsulas. Nas
nanoesferas, o composto encapsulado € homogeneamente disperso ou solubilizado
na matriz polimérica, obtendo-se um sistema monolitico no qual ndo é possivel
identificar um nucleo diferenciado. As nanocapsulas sdo sistemas vesiculares nos
quais o material encapsulado é retido em uma cavidade, consistindo em um interior
com o nucleo liquido envolto por uma matriz polimérica (Reis; Neufeld, 2006).

Existem métodos variados relatados na literatura para a preparacao de NPs
poliméricas, incluindo polimerizagéo in situ de monémeros dispersos ou através da
precipitacdo de polimeros pré-formados (Feuser et al., 2015; Mattos dos Santos et
al., 2018). Dentre os principais métodos de preparacdo de NPs in situ, pode-se
destacar a polimerizacdo em miniemulséo, através desta técnica € possivel sintetizar
NPs com propriedades Unicas, incluindo a incorporacdo de substancias ou NPs
inorganicas em apenas um passo com uma Unica reacdo (Romio et al., 2009
Landfester; Mailander; Maila, 2013;Feuser et al., 2015).

O uso de NPs poliméricas para a liberacdo de substancias resulta em
concentragbes maiores e mais localizadas do farmaco em um local especifico,
reduzindo os efeitos toéxicos em células ou tecidos saudaveis, representando assim
uma estratégia para o diagnéstico e tratamento de doencas. NPs poliméricas podem
ser preparadas a partir de polimeros naturais ou sintéticos (Landfester; Mailander,
2013). Estes polimeros tém aplicacdes prospectivas na liberacdo de medicamentos,
pois podem ser decompostos em moléculas menores sob estimulos biolégicos
especificos (Machado et al., 2017).

A polimerizacao de tiol-eno é uma ferramenta promissora para a sintese
de NPs poliméricas a partir de fontes renovaveis com potencial para uso em
carreamento de medicamentos devido ao seu potencial para modificacdo da
superficie (Cardoso et al., 2017; Liu et al., 2017; Machado et al., 2017). Biomateriais
inovadores surgem a partir desta técnica devido ao interesse em seus atributos
anicos, incluindo condicbes de reacdo amenas, taxas de reacdo rapidas e sem
formacdo de subprodutos (Jasinski et al., 2014). Esta técnica tornou-se uma
ferramenta versatil para a producéo de polimeros a partir de monémeros a, w-dienos
inteiramente renovaveis com grupos funcionais como éster, éter e amida na cadeia

principal. A presenca destes grupos, como por exemplo o éster, é de grande
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importédncia pois estes podem ser facilmente hidrolisados e, portanto, s&o
potencialmente biodegradaveis (Machado et al., 2017).

Somente a partir de 2012, artigos descrevendo a sintese de polimeros
lineares por polimerizacao de tiol-eno foram publicados ( Igbal et al., 2012; Cardoso
et al., 2018). Além de evitar o uso de solventes organicos, a grande vantagem da
polimerizacdo em miniemulsdo € a possibilidade de produzir nanoestruturas
complexas, incluindo o encapsulamento de NPs inorganicas, em uma Unica etapa
(Machado et al., 2017;De Meneses et al., 2018) Além disso, esta técnica apresenta
vantagens, como melhor controle do tamanho de particula, a possibilidade de
dispersar as particulas inorganicas e hidrofébicas diretamente na fase contendo o
mondmero com o auxilio de um estabilizador nuclear e, dependendo da formulacéo,
produzir dispersées de NPs biocompativeis (Cardoso et al., 2017; Mattos dos Santos
et al., 2018).

1.1NANOPARTICULAS MAGNETICAS

NPs magnéticas (NPMs) também tém importantes aplicacdes biomédicas
como sistemas terandsticos, uma vez que permitem a distribuicdo concomitante de
drogas direcionadas magneticamente e imagens de tecidos por meio de ressonancia
magnética (Chircov; Grumezescu; Andronescu, 2021).

As NPMs sdo excelentes nanoplataformas para a entrega de
medicamentos e tratamento oncoldgico, devido a sua biocompatibilidade e
comportamento superparamagnético (Wahajuddin; Arora, 2012; Hauser et al., 2015;
Mattos dos Santos et al., 2018; Avval et al., 2019; Feuser et al., 2020). Elas auxiliam
na liberacdo do farmaco porque, além de seu tamanho reduzido e baixa toxicidade,
as NPMs podem ser transportadas por um campo magnético, penetrando
profundamente no tecido humano (Gupta et al., 2019). Elas podem ainda ser
utilizadas para atingir células-alvo, como células tumorais, através da hipertermia.
Considerando que as células cancerosas sdo mais sensiveis a temperaturas
superiores a 41°C do que as células saudaveis (Landfester; Mailander; Maila, 2013),
€ possivel provocar a morte das células tumorais utilizando a producao de calor pela
aplicacdo de um campo magnético alternado externo ao local do tumor (Feuser et

al., 2015), muitas vezes em combinagdo com quimioterapia.



17

As propriedades fisicas como tamanho, forma, natureza hidrofilica, carga
superficial e comportamento magnético sdo responsaveis pela biodistribuicdo e
biocompatibilidade das NPs. As propriedades quimicas como composi¢cdo do nucleo
e revestimento também séo responsaveis pela biocompatibilidade, bem como pela
ligacdo de diferentes moléculas para eficacia terapéutica (Gupta et al., 2019). Devido
a sua tendéncia a agregacédo, NPMs podem ser facilmente encapsuladas em NPs
poliméricas, para melhorar a sua solubilidade e estabilidade coloidal, prevenindo
possiveis aglomeracdes e protegendo contra possivel oxidacdo (Wahajuddin; Arora,
2012). A natureza duplamente funcional das NPMs como agentes de imagem e
carreadoras de produtos farmacéuticos para alvos especificos sob um gradiente de
campo magnético, tornou-as agentes de entrega atraentes tanto in vitro quanto in
vivo (Feuser et al., 2015).

Estudos recentes com encapsulamento de NPMs via miniemulsdo de tiol-
eno foram reportados na literatura por Hoelscher et al (2018). Neste estudo, o0s
autores mostraram com sucesso a sintese de nanoparticulas de poli-tioeter-ester
(PTEe) superparamagnéticas (PTEe-NPMs) via miniemulsdo de tiol-eno utilizando
dois tipos de tiol diferentes (ditiol e tetratiol) e avaliaram com sucesso a sua
toxicidade in vitro em células de cancer de mama humano (MDA-MB 231) por
hipertermia (De Meneses et al., 2018; Hoelscher et al., 2018). Mattos dos Santos et
al.,, avaliaram NPs magnéticas encapsuladas em PTEe via miniemulsdo e
evaporacdo de solvente (Mattos dos Santos et al., 2018). Neste estudo, a
biocompatibilidade foi confirmada em um estudo in vitro e a citotoxicidade foi

confirmada em células de cancer cervical humano (HelLa) por hipertermia.

1.2 EFEITOS BIOLOGICOS DAS NANOPARTICULAS

As associagdes com NPs mostraram ser um efetivo sistema de entrega de
medicamentos, tendo como principal objetivo o direcionamento da substancia ao
tecido ou célula alvo, melhorando a sua absorcao, biodisponibilidade e diminuindo
os efeitos toxicos. (Bernardy et al., 2010; Elsabahy; Wooley, 2013; Jain; Jain;
Mahajan, 2015; Ulbrich et al., 2016). Alguns tipos de NPs ja sdo usadas com
sucesso na clinica para entrega de drogas, imagenologia de células tumorais (Ma;
Zou; Chen, 2014), como fotossensibilizadores em terapia fotodindmica e na

destruicdo hipertérmica de tumores através da incorporacdo de NPs e aquecimento
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(Phillips et al.,, 2016). No diagnostico, as NPs podem servir como agentes
fluorescentes para deteccdo de biomoléculas e patégenos, como agentes de
contraste em ressonancia magnética, entre outros (Nufiez;, Estévez; Del Pilar
Chantada, 2018).

Atualmente, o principal fator que limita o uso de NPs no tratamento e
diagnostico de doencas é a toxicidade em organismos vivos. O equilibrio entre o
efeito terapéutico positivo e os efeitos colaterais relacionados a sua toxicidade é
objeto de estudo de diversas pesquisas (Hu; Gao, 2010; Weiss et al.,, 2021). A
toxicidade das NPs ¢é principalmente determinada por suas caracteristicas
fisicoquimicas como tamanho, forma, area superficial especifica, carga superficial e
atividade catalitica (Sukhanova et al., 2018).

O pequeno tamanho das NPs permite que elas atravessem barreiras
epiteliais e endoteliais. Assim, podem chegar a corrente sanguinea e ao sistema
linfatico, sendo distribuidas a diferentes érgdos e tecidos, incluindo o cérebro,
coracao, figado, rins, entre outros (Singh; Lillard, 2009). Uma vez no tecido, sdo
transportadas para as células por mecanismos de transcitose ou simplesmente
difundas através da membrana celular. Elas podem ainda, extravasar através de
tumores e penetrar microcapilares (Fornaguera et al., 2015).

As NPs sao caracterizadas por uma area de superficie especifica muito
grande, que determina sua alta capacidade de reacdo e atividade catalitica. Os
tamanhos de NPs de 1 a 100 nm sdo comparaveis com o tamanho de glébulos de
proteina (2-10 nm), diametro da hélice de DNA (2 nm), e espessura das membranas
celulares (10 nm), o que permite que elas entrem facilmente nas células e organelas
celulares (Schmid, 2008; Soenen et al., 2011). Além disso, o tamanho determina em
grande parte como as NPs interagem com os sistemas de transporte e defesa das
células. Essa interacdo, por sua vez, afeta a cinética de metabolizacdo e o acimulo
no organismo. Estudos mostram que NPs menores que 5 nm geralmente superam
barreiras celulares de forma néo especifica, por exemplo, via translocacdo, enquanto
as particulas maiores entram nas células por fagocitose e outros mecanismos de
transporte especificos (Elsabahy; Wooley, 2013; Zhang; Gao; Bao, 2015).

Um estudo sobre a atividade hemolitica de mesoporos de silica de 100 a
600 nm em eritrocitos humanos mostrou que a grande area de superficie especifica
garante uma adsorcéo eficaz de NPs na superficie celular (Zhao et al., 2011). As

particulas de 100 nm foram efetivamente adsorvidas na superficie do eritrocito sem
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causar alteracdes morfolégicas ou destruicdo celular, enquanto as particulas de 600
nm foram capazes de provocar deformagdes na membrana celular suficientes para
atravessa-la, causando hemolise.

De acordo com o tamanho, as NPs podem entrar ndo apenas em 0Orgaos,
tecidos e células, mas também em organelas. Elas podem perturbar o metabolismo
celular através da interagdo com mitocondrias e nucleos e gerar um desequilibrio de
energia, lesbes no DNA, mutacfes e necrose (Barua; Mitragotrl, 2014). A interacéo
de NPs com o citoesqueleto também pode danifica-lo. Por exemplo, NPs de TiO2
induzem mudancgas conformacionais na tubulina e inibem sua polimerizacdo, o que

perturba o transporte intracelular e a diviséo celular (Wu et al., 2010)

Além disso a citotoxicidade das NPs pode interferir com a diferenciacao
celular e sintese proteica, pois causam mudancas estruturais nas proteinas de
membrana e podem prejudicar o transporte intra ou extracelular de substancias.
Podem ainda ativar genes pro-inflamatorios provocando a sintese de mediadores e
perturbando os mecanismos fisiolégicos do metabolismo celular (Fornaguera et al.,
2015).

A oxidacdo e a acdo de enzimas sobre a superficie das NPs resulta em sua
degradacédo e producao de radicais livres, como espécies reativas e oxigénio (EROS)
ou nitrogénio (ERNSs) (Yang et al., 2021). Além de provocar oxidacéo e inativagao de
enzimas, mutagénese e distlurbio de reacdes quimicas levando a morte celular, a
presenca de radicais livres resultante da degradacdo das NPs leva a alteracdo ou

perda de sua propria funcionalidade (Thakor et al., 2011; Weiss et al., 2021).

EROs sédo geradas intrinseca ou extrinsecamente nas células. Algumas das
fontes enddgenas de EROs incluem respiracdo mitocondrial, resposta inflamatdria,
microssomas € peroxissomos, enquanto nanomateriais sintéticos e poluentes
ambientais atuam como indutores exégenos (Pushpakumar; Kundu; Sen, 2014,
Yang et al, 2021). Fisiologicamente, EROs sao produzidas em pequenas
guantidades em resposta a varios estimulos, pois ocorrem como subprodutos
essenciais da respiragdo mitocondrial. Fagécitos inflamatérios como neutrofilos e
macréfagos induzem uma resposta oxidativa como mecanismo de defesa contra

poluentes ambientais, células tumorais e microrganismos (Li; Xia; Nel, 2008).
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Uma variedade de NPs, incluindo particulas de metal e de éxido induzem
EROs como um dos principais mecanismos de citotoxicidade (Risom; Mgller; Loft,
2005). Estudos mostram que as NPs influenciam concentracdes intracelulares de
calcio, ativam a transcricdo de fatores, e modulam a producéo de citocinas por meio
da producgéo de radicais livres (Jia et al., 2010). A presenga excessiva de EROs
pode causar prejuizo as respostas bioldgicas, resultando em um quadro de estresse
oxidativo. Este fenbmeno é o resultado de um desequilibrio entre o producdo de
EROs e a capacidade de um sistema biolégico de desintoxicar os intermediarios

reativos ou reparar o dano (Huang et al., 2010; Thakor et al., 2011).

Estudos que avaliaram a relacdo entre NPs e a formacdo de EROs,
mostraram que as células e tecidos respondem a niveis crescentes de estresse
oxidativo por meio de sistemas antioxidantes enzimaticos apds exposicdo as NPs
(Li; Xia; Nel, 2008;Huang; Wu; Aronstam, 2010). No entanto, niveis altos e continuos
de estresse oxidativo ocasionam danos a membrana mitocondrial e disfuncdo na

cadeia transportadora de elétrons levando a morte celular (Huang et al., 2010).

Foi demonstrado que nanoesferas catidnicas de poliestireno induzem
apoptose mediada por Oz, em macréfagos murinos, com base em sua capacidade
de atingir a mitocéndria (Tian Xia et al., 2006). Além disso, a internalizacdo celular
de NPs ativa células do sistema imune, incluindo macréfagos e neutrdfilos,
contribuindo para a producdo de EROs e ERNs (Risom; Mgller; Loft, 2005; Dayem et
al., 2017).

Alguns dos principais fatores que favorecem os efeitos pré-oxidantes de
nanomateriais sintéticos incluem a deplecdo de antioxidantes enddgenos e o
aumento excessivo da producdo de EROs. Dada a sua reatividade quimica, o
estresse oxidativo pode resultar em danos ao DNA, peroxidacao lipidica e ativacao
de cascatas de sinalizacdo associadas a perda de células de crescimento, fibrose e
carcinogénese ( Valko et al., 2006; Buzea; Pacheco; Robbie, 2007) .

1.3APLICACOES DAS NANOPARTICULAS

No tratamento do cancer, um dos principais problemas é a incapacidade

de penetragéo eficaz de medicamentos quimioterapicos. Mesmo drogas formuladas
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com moléculas pequenas geralmente podem penetrar poucas camadas celulares
devido ao aumento de anormalidades na vasculatura e na viscosidade (Barua;
Mitragotrl, 2014). Uma caracteristica importante de varios tipos de tumores solidos é
a disponibilidade reduzida de oxigénio (hipoxia), que esta altamente associada a
uma vasculatura deficiente. Ainda que a angiogénese seja induzida na regiao
tumoral, o crescimento das células cancerosas é mais rapido, resultando em
suprimento insuficiente de nutrientes e oxigénio para o tecido adjacente. Este
fenbmeno leva ao desenvolvimento de resisténcia das células tumorais a
quimioterapia e radioterapia (Angelopoulou et al., 2017). Neste contexto, as
propriedades das NPs magnéticas podem permitir que as NPs explorem a
vasculatura e sejam localizadas na area tumoral (mesmo na zona hipoxica), por
meio da aplicacdo de gradientes de campo magnético localizados (Hauser et al.,
2015; Ndfez; Estévez; Del Pilar Chantada, 2018).

A liberacdo gradual de drogas carreadas por NPs por estimulos externos,
como temperatura, radiacao de luz, campos elétricos ou magnéticos e mudancas no
pH (Hauser et al., 2015; Ulbrich et al., 2016; Avval et al., 2019) atraiu muita atencao
para seu potencial na regulacdo e manutencdo da administracdo de drogas em uma
faixa de concentracdo terapéutica desejada no local da doenca. A liberacdo
localizada e controlada do medicamento melhora a sua efichcia e minimiza os
efeitos colaterais toxicos (Alexis et al., 2008)

As formulacdes de liberagdo controlada podem ser usadas para reduzir a
quantidade de medicamento necessaria para apresentar a mesma eficacia
terapéutica, no tratamento de diversa doencas. Além disso, o uso de um nimero
menor de doses, de forma mais eficaz, também contribui com a adeséo do paciente
ao tratamento (Liechty et al., 2010). Em diversas formulacdes de liberacdo
controlada, imediatamente apds a dispersdao do medicamento no meio, uma grande
quantidade do farmaco € liberada inicialmente antes que as taxas de liberacao
assumam um perfil estavel. Pesquisadores procuram evitar este fenébmeno pois altas
taxas de liberacdo inicial podem levar a concentra¢des proximas ou acima do nivel
de toxicidade in vivo (Su et al., 2008). Nestes casos, mesmo na auséncia de efeitos
toxicos para o paciente, a quantidade de medicamento utilizada € essencialmente
desperdicada.

Embora existam varios mecanismos de toxicidade das NPs, é necessario

determinar a biocompatibilidade de NPs especificas, de acordo com suas
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propriedades fisicas e quimicas. Assim, a escolha de um modelo experimental
adequado para estimar a toxicidade entre in vitro e in vivo € de suma importancia
(Sharifi et al., 2012; Sukhanova et al., 2018; Weiss et al., 2021).

Apesar dos estudos in vitro reportados na literatura de NPs obtidas por
polimerizacdo de tiol-eno, sdo necessarios estudos in vivo para avaliar o
comportamento destes materiais. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
toxicidade aguda da administracdo intraperitoneal (IP) de NPs de Politioéter-éster
(PTEe) e NPs de PTEe associadas com NPs magnéticas (PTEe+NPMs) na
concentracdo de 20mg/kg em camundongos, onde foram avaliados parametros

comportamentais e bioquimicos.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a biocompatibilidade de dois sistemas nanoparticulados
poliméricos em camundongos, através de parametros bioquimicos e

comportamentais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Sintetizar e caracterizar dois sistemas nanoparticulados de (1) politioéter-éster e (2)

politioéter-éster com propriedades supermagnéticas.

- Avaliar parametros de estresse oxidativo (Producéo de oxidantes, danos oxidativos
e atividade antioxidante) em diferentes 6rgdos de camundongos apds administracéo
Unica de dois sistemas nanoparticulados de (1) politioéter-éster e (2) politioéter-éster
com propriedades supermagnéticas.

- Avaliar o conteudo de dopamina em diferentes estruturas de cérebros de
camundongos apds administracdo Unica de dois sistemas nanoparticulados de (1)
politioéter-éster e (2) politioéter-éster com propriedades supermagnéticas.

- Avaliar a atividade comportamental de camundongos apés administracdo Unica de
dois sistemas nanoparticulados de (1) politioéter-éster e (2) politioéter-éster com

propriedades supermagnéticas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizados 18 camundongos Swiss
adultos machos, pesando entre 18 e 22g, com idade entre 28-35 dias. Os animais
foram obtidos do Centro de Experimentacdo Animal da Universidade do Extremo Sul
Catarinense (UNESC). Estes foram alojados em caixas de polietileno, com comida e
agua ad libitum e mantidos em um ciclo de 12 horas claro-escuro, com temperatura
controlada de 22+1 °C. Este projeto foi submetido ao Comité de Etica no uso de
animais (CEUA) da UNESC e aceito sob o protocolo 063/2017-1, conforme a Lei
n°11.794, de 8 de outubro de 2008 do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009 e as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA), conduzido de acordo com os principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

O projeto foi realizado em duas etapas que compreenderam a sintese e a
avaliacdo da toxicidade das NPs. Primeiramente foi realizada a sintese das NPs de
politioéter-ester (PTEe) e das NPs superparamagnéticas encapsuladas em
politioéter-ester (PTEes-NPMs) através dos métodos descritos a seguir. ApGs a
sintese, foram injetados 20mg/kg, por via IP, de PTEe, PTEe-NPMs ou PBS de
acordo com os respectivos grupos. Os testes comportamentais foram realizados 24
horas apds a administracédo, seguidos pela eutanasia e retirada das estruturas. Para

a execucdao do estudo os 18 animais foram divididos da seguinte maneira:
- Grupo 1: Administracdo de PTEe 20mg/kg = 6 animais;
- Grupo 2: Administracado de PTEe-NPMs 20mg/kg = 6 animais;

- Grupo 3: Administracdo de PBS = 6 animais.
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3.3 MATERIAIS

O mondmero renovavel e as NPs de PTEe foram preparados com acido
10-undecendico (Sigma-Aldrich, 98%), 1,3-propanodiol (Sigma-Aldrich, 99,6%),
acido p-toluenossulfénico mono-hidratado (Sigma-Aldrich, 98,5%), dodecilsulfato de
sédio (SDS, Vetec), azobisisobutironitrila (AIBN, Vetec, 98%) e 1,4-butanoditiol
(Sigma-Aldrich, > 97%). A sintese das NPs magnéticas (NPMs) envolveu os
seguintes reagentes: sulfato ferroso (Fe2SO4 * 4H20), cloreto de ferro (Ill) hexa-
hidratado (FeClz « 6H20), hidréxido de aménio (99%) e acido oleico (OA), todos
adquiridos da Vetec. A encapsulacdo das NPMs foi feita utilizando: dodecilsulfato de
sodio (SDS). Fosfato de sédio monobéasico (NaH2PO4) e Fosfato de sédio dibasico
(Naz2HPOg4), adquiridos da Vetec, foram utilizados como tensoativos e tampdes,
respectivamente. Lecitina (Alpha Aesar) e diclorometano (DCM, Panreac, 99,8%)
foram usados como solvente. Agua destilada foi usada ao longo dos experimentos
(Mattos dos Santos et al., 2018).

3.4 PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS

A sintese do mondmero renovavel, 1,3-propileno diundec-10-enoato e
PTEe via polimerizacdo em miniemulsdo de tiol-eno foi a mesma descrita por
Cardoso et al. (2017). As amostras de PTEe foram liofilizadas para uso posterior.
Acido 10-undecendico (50,09,0,27mol), 1,3-propanodiol (8,4g,0,11mol),
acido p-toluenossulfénico (3g,0,0157mol) e tolueno (200mL) foram adicionados a um
frasco de fundo redondo equipado com um agitador magnético e um aparelho Dean-
Stark. A mistura resultante foi aquecida a refluxo e a agua foi recolhida a medida que
a reacdo prosseguia. Uma vez completa a reacdo, foi esperado que a mistura
resfriasse. Depois de remover o tolueno sob presséo reduzida, o residuo foi filtrado
através de uma pequena almofada de 6xido de aluminio basico com hexano como
eluente. O hexano foi removido e o produto bruto foi dissolvido em éter dietilico
(200mL) e lavado duas vezes com agua (200mL). A fracdo organica foi seca sobre
MgSO4 anidro e o solvente removido sob presséo reduzida.
Para as reagcbes de miniemulsdo, a fase aquosa foi preparada
misturando agua (10 mL) e 0,019 wt. % de SDS como surfactante. A mistura foi

deixada em agitacao até a solubilizacdo completa do surfactante. A fase organica foi



26

preparada misturando o mondémero a, w-dieno (1,0g) e 1 mol% do iniciador organico
solavel AIBN (em relacdo ao BDT) sob agitacdo magnética até a solubilizacdo
completa do iniciador. A fase aquosa foi adicionada a fase organica e, apos 10 min
de agitacdo magnética vigorosa (500rpm), foi obtida uma macroemulsdo. Em
seguida, 0,29 mL de BDT foram adicionados ao sistema (razdo molar de 1:1 ditiol-
dieno) com uma micropipeta e a mistura foi deixada sob agitacdo magnética
moderada (250 rpm) por 5 minutos. A emulsao final foi sonicada por 2 minutos (10 s
ligada, 2 s desligada) com amplitude de 60%, usando um desmembrador Fisher
Scientific Sonic modelo 500 e ponta de 1/2". Um banho de gelo foi usado para

reduzir o aumento da temperatura durante a sonicacao.

As NPMs revestidas com acido oleico (NPMs-AQ) foram preparados de
acordo com o método utilizado por Feuser et al. (Feuser et al.,, 2015). Os NPMs
foram sintetizados pelo método de coprecipitacdo em meio aquoso. Primeiramente,
FeSO4 - 7H20 e ClFes - 6H20 foram solubilizados em agua destilada na proporgéo
molar de 1: 1. Posteriormente, foi adicionado NH4OH controlando o pH inicial (1) e
final (10) da reacao, em temperatura ambiente e velocidade de agitagéo de 700 rpm.
Na segunda etapa, OA foi adicionado para estabilizar os NPMs. Apés a
estabilizacdo, o material foi lavado com acetona para remover o excesso de AO e a
seguir a amostra foi centrifugada e lavada varias vezes até que o excesso de AO

fosse completamente removido.

3.4.1Preparacdo de nanoparticulas de poli (tioéter-éster) superparamagnético
(PTEe-NPMs)

O encapsulamento dos NPMs nas NPs de PTEe foi realizado pelo método
de miniemulsdo e evaporacéo do solvente. A fase aquosa foi preparada misturando
agua (79) e o surfactante SDS (0,5% em peso) e a mistura foi deixada em agitacéo
até a solubilizagdo completa do surfactante. A fase orgénica foi preparada
misturando PTEe pré-formado (40 mg), lecitina como surfactante (15 mg) e
diclorometano como solvente (0,6 g), mais 0,6 g de DCM com 15 mg de NPMs
contendo aproximadamente 27% de A). A fase orgéanica foi adicionada a fase
aquosa no inicio da etapa de sonicacdo. A sonicacdo ocorreu por 3 minutos (20

segundos ligada, 10 segundos desligada) com amplitude de 70% (Fisher Scientific
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Sonic Dismembrator modelo 500 e uma ponta de 1/2”). Um banho de gelo foi usado
para reduzir o aumento da temperatura durante a sonicagdo. A miniemulséo foi
deixada em banho termostatico com temperatura de 60 °C até completa evaporacao

do solvente.

3.5 CARACTERIZACAO FISICOQUIMICA

O tamanho da particula, o indice de polidispersdo e a carga superficial
das NPs foram medidos por espalhamento dinamico de luz (DLS) usando um
analisador Malvern Zetasizer Nano ZS. A carga superficial foi investigada por meio
de medicdes de potencial zeta. Para ambas as analises, todas as amostras foram
analisadas trés vezes a temperatura ambiente (25°C), a partir da qual foram
calculados a média e o desvio padrdo. A caracterizacdo da morfologia das particulas
foi realizada por Microscopia Eletrénica de Transmissao usando um JEM-1011 TEM
(100 kV). Para esta andlise, a amostra foi diluida em agua destilada até 0,01% do
teor de sélidos e uma Unica gota foi colocada em uma grade de cobre revestida com
carbono. Em seguida, a grade foi seca em condicbes ambiente durante a noite
(Mattos dos Santos et al., 2018).

3.6 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.6.1 Hiperalgesia mecanica — teste de von Frey

Para avaliar a sensibilidade mecéanica dos camundongos, filamentos de
von Frey foram usados seguindo o método up-down (Dixon, 1980). Apds a
aclimatacao (0,5 hora) em caixas individuais de Plexiglas transparente com piso de
tela de arame (9 a 7 x 11 cm), os filamentos de von Frey de rigidez crescente (0,02—
10 g) foram aplicados as superficies plantares da pata traseira dos camundongos
por ndo mais que 3 segundos com pressao suficiente para dobrar o filamento. Na
auséncia de resposta (elevacdo da pata), um filamento mais grosso era aplicado,
porém, se houvesse resposta, o animal era submetido ao estimulo com um filamento
mais fino. Isso foi repetido 6 vezes para filamentos diferentes ou 4 vezes quando
ocorriam  respostas  positivas/negativas  consecutivas, conforme  descrito

anteriormente por Dixon. O limiar mecéanico foi expresso em miligramas (mg) e
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avaliado antes (controle) e ap06s as administracdes das NPs de PTEe e PTEe -
NPMs.

3.6.2 Teste de campo aberto (Open Field)

Para avaliar a atividade locomotora espontdnea e comportamento
exploratdrio dos animais apos o tratamento com as NPs, o teste de campo aberto foi
realizado conforme descrito por Seibenhener e Wooten (2015) . Os camundongos
foram introduzidos em camaras de atividades individuais (50x50x25 cm), as quais
nao foram previamente expostos. Cada camara tinha uma zona interna (20x20 cm)
delimitando o centro da camara. As atividades espontaneas foram consideradas
como o tempo gasto na zona central, 0 nimero de cruzamentos (movimentos
horizontais), a laténcia para entrar no quadrado central e o nimero de levantadas
(movimentos verticais) foram analisados por 5 minutos (Seibenhener; Wooten,
2015).

3.6.3 Teste da acetona
A alodinia ao frio foi avaliada pela medicao da resposta nociceptiva aguda
ao resfriamento evaporativo evocado por acetona (De pra et al.,, 2019). Com os
camundongos em pé sobre um piso de tela de arame e confinados a camara de
acrilico, uma gota (20ul) de acetona foi colocada na pele do calcanhar da pata
traseira dos camundongos. As respostas comportamentais, como lamber e levantar
(tempo de nocicepcédo, em s), ao contato com acetona foram cronometradas por 1

minuto.

3.6.4 Teste de retirada da cauda (Tail Flick)

O teste de imersdo da cauda em agua quente (retirada da cauda) foi
conduzido para avaliar a laténcia a retirada da cauda. As caudas dos camundongos
foram imersas em agua a 48 ° C aquecida em banho-maria. A laténcia para retirada
da cauda foi medida antes e 0,5, 1, 2 e 4 horas apd6s a administracdo das NPs de
PTEe e PTEe - NPMs, com tempo de corte de 18 segundos. A laténcia foi medida
uma vez para cada animal em cada ponto de tempo, e a média foi registrada (Shen
et al., 2018).
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3.6.5 Teste de Rotarod

Os camundongos foram estimulados a caminhar ao redor de uma
superficie circular de tambor, ao qual foram previamente expostos um dia antes para
treinamento (programado a 8 rpm, até permanecerem sem cair por 60 segundos).
No dia do teste, os camundongos foram expostos ao equipamento por 180
segundos, depois foi observada a laténcia para a primeira queda e o nimero de
guedas subsequentes. O teste de rotarod avalia o equilibrio, coordenacdo motora e
performance fisica através do calculo do numero de quedas em determinada
velocidade (Martins et al., 2019).

3.6 AVALIACAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

3.7.1 Preparacdo das amostras para analises bioquimicas
A regido central do gastrocnémio, figado, pulméo, rim e tecido cardiaco
dos animais bem como as éareas encefdlizas foram removidas cirurgicamente,
processadas e armazenadas em um freezer a -80°C para posterior andlise
bioguimica. As amostras foram homogeneizadas em tampao fosfato de sodio (PBS)
e centrifugadas a 1000xg, 4°C e o sobrenadante foi mantido a -80°C até posterior
teste. O periodo maximo de armazenamento entre a preparacao do homogenato e a

analise bioguimica foi inferior a 5 dias.

3.7.2 Determinacdo intracelular de espécies reativas de oxigénio (EROS)

e 6xido nitrico

Os niveis intracelulares oxidados de 2',7'-diclorofluoresceina (DCFH)
foram monitorados em amostras incubadas com 2',7'-diacetato de diclorodi-
hidrofluoresceina (DCFH-DA). A formacdo do derivado fluorescente oxidado foi
monitorada em comprimentos de onda de excitacdo e emissao de 488 e 525 nm,
respectivamente, usando um espectrofotdmetro de fluorescéncia da SpectraMax. Os
niveis de o6xido nitrico foram estimados espectrofotometricamente a partir da
producdo de nitrito. As amostras foram incubadas com o reagente de Griess a
temperatura ambiente durante 20 minutos e a absorbancia a 540 nm foi medida

utilizando um leitor de microplacas (Song et al., 2010).
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3.7.3 Determinacao dos marcadores de dano oxidativo

O conteudo de derivados da proteina carbonil foi avaliado medindo os
niveis de derivados da proteina hidrazona marcados usando 2,4-dinitrofenilhidrazida.
Esses derivados foram extraidos com acido tricloroacético, tratados com
etanol/acetato de etila e dissolvidos em cloridrato de uréia. A concentracdo de 2,4-
dinitrofenilhidrazida incorporada foi expressa em nmol por miligrama de proteina e
calculada com base na absorbéncia a 370 nm. O conteudo total de tiol foi
determinado usando a incorporagdo de 5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzéico) e a

absorbancia foi medida a 412 nm usando um espectrofotometro (Levine et al., 1990).

3.7.4 Determinacao de defesas antioxidantes

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi testada avaliando a
inibicdo da autoxidacdo da adrenalina medindo a absorbancia a 480 nm, conforme
descrito por Bannister e Calabrese. Os resultados foram expressos em U SOD / mg
de proteina. A atividade da catalase (CAT) foi calculada com base na taxa de
decaimento do peréxido de hidrogénio determinada medindo as alteracbes de
absorbancia a 240 nm. Os niveis de glutationa total (GSH) foram determinados em
homogenatos de tecido na presencga de 5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzdéico) (DTNB).
O desenvolvimento da cor resultante das reacdes de DTNB foi expresso em pmol
por mg de proteina com base na absorbancia a 412 nm (Bannister; Calabrese,
1987).

3.7.5 Conteudo de proteinas

O contetdo de proteina do tecido muscular homogeneizado foi medido
seguindo o protocolo de Lowry usando albumina de soro bovino como padrédo. O
reagente fosfotingstico fosfomolibdico (Folin fenol) foi adicionado as amostras e
entdo ligado a proteina presente, fazendo com que a cor do reagente mudasse de
amarelo para azul. A absorbancia foi entdo medida a 750 nm. Fosfotungstico
fosfomolibdico (Folin fenol) foi adicionado as amostras e entdo ligado a proteina
presente, fazendo com que a cor do reagente mudasse de amarelo para azul. A

absorbéancia foi entdo medida a 750 nm (Lowry; RandalL, 1951).

3.8 ANALISE DE HPLC-FD DO CONTEUDO DE DOPAMINA
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Os niveis de dopamina foram determinados pelo método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) (De Benedetto et al., 2014). ApOs a extracdo dos
tecidos, a medula espinhal, o cértex, o hipocampo e o corpo estriado dos
camundongos foram armazenados a -80°C até a analise. As amostras foram
homogeneizadas em 400 uL de acido percldrico 0,2M e centrifugadas (12.000xg por
10min a 4°C), apos a centrifugacao, os sobrenadantes coletados foram deixados em
banho de gelo por 5 min e posteriormente analisados por HPLC de deteccao
fluorométrica. Para as andlises foi utilizado um sistema HPLC equipado com bomba
LC-20AT acoplada a um amostrador automético SIL-20AHT e detector de
fluorescéncia RF-20A, e o software LC Solution (Shimadzu, Kyoto, Japéo). A fase
movel consistia em tampéo acetato (acido acético 12 mM: EDTA 0,26 mM (50:50, v /
v) pH 3,5) e metanol grau

HPLC (86:14, v / v) com perfil isocrético. A taxa de fluxo da fase mével foi
de 0,3 mL/min. Como fase estacionaria foi aplicada uma coluna de cromatografia
analitica Ascentis® C18 (250 mm x 2,1 mm, 5 um; Supelco®, Bellefonte, PA, EUA)
com temperatura de 35 ° C. O volume de injecdo das amostras foi de 20 uL. A
fluorescéncia foi monitorada em comprimentos de onda de excitacdo e emissao de
279 e 320 nm, respectivamente. O pico de dopamina foi identificado comparando o
seu tempo de retencdo mostrado nas solucdes padrao com a solucdo da amostra
(extrato de tecido). Na sequéncia, os resultados foram quantificados por comparacao
com a area do pico das solucbes padrdo de uma curva de calibracédo (r? 20,99). Os
resultados foram expressos como dopamina ng/mg de tecido.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas usando o software Graph Pad
Prism versado 5.01. Os dados foram analisados por meio de analises de variancia
(ANOVA) de um ou dois fatores, seguidas de testes Post-hoc de Bonferroni ou T

Student, quando apropriado. Valores de p <0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

Como citado anteriormente, as NPs de PTEe foram sintetizadas de um
mondmero renovavel via polimerizacdo por miniemulsdo de tiol-eno, enquanto o
passo de incorporacdo de NPMs foi obtida pela técnica de miniemulsdo de
evaporacao de solvente e as propriedades fisicoquimicas foram avaliadas. Ambas
as NPs apresentaram tamanho nanométrico e potencial zeta altamente negativo
(Tabela 1). As NPs PTEe-NPMs apresentaram um potencial zeta menor do que as
NPs PTEe.

Tabela 1. Diametro médio de intensidade das NPs (DP), indice de polidisperséo
(Pdl) e potencial zeta.

Amostras DP (nm)* Pdl Potencial Zeta (mv)
PTEe 1194 >0.2 -31x4
PTEe-NPMs 127 +4 >0.2 -40+5

* 0 desvio padréo médio foi calculado a partir de 3 medidas. Fonte: Elaboracao da autora.

A figura 1 representa as imagens TEM das NPs PTEe (figuras 1A e 1C)
and PTEe-NPMs (figuras 1B e 1D). Como se pode observar nas figuras 1A, 1B, e
1D, ambas as NPs apresentaram morfologia esférica e tamanho médio de
aproximadamente 120nm. Os pontos pretos sdo agregados dentro do PTEe — NPMs
correspondentes as NPMs com o tamanho entre 5 e 20nm. E importante mencionar
gue as particulas de PTEe apresentam baixa temperatura de transi¢éo in vitro onde
o feixe de elétrons emitido pelo equipamento tende a degradar as particulas (Figura
1C).
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Figura 1. Caracterizacdo das NPs: ImagensTEM das NPs de PTEe (A e C) e NPs PTEe-NPMs (B e
D).

4.2 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os estudos comportamentais foram realizados nos camundongos para
avaliar a capacidade das NPs PTEe e PTEe-NPMs de provocar dor ou alterar
comportamentos relevantes, quando administradas por via IP na concentracdo de
20mg/kg. O teste de Von Frey foi utilizado para avaliar a sensibilidade dolorosa a um
estimulo mecéanico (figura 2A), o teste de alodinia ao frio para avaliar a sensibilidade
exacerbada ao frio (figura 2B) e o teste de retirada da cauda para avaliar a
sensibilidade ao calor (figura 2C). Em nenhum dos testes foi observada diferenca

significativa entre os grupos, conforme o grafico a seguir:
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Figura 2. Limiar de nocicepc¢ao - Decurso temporal dos efeitos do PTEe IP, 20mg/kg. Os resultados
sdo expressos como (A) limiar mecéanico (Log mg) medido com filamentos de von Frey, (B) alodinia
ao frio no teste da acetona (C) laténcia para retirada da cauda. Cada ponto e linha vertical representa
a média e os valores de desvio padrao.

O teste de rotarod (figura 3) foi utilizado para verificar o desempenho
motor e o equilibrio avaliados pela locomocéao forcada através do tempo decorrido
até a primeira queda (figura 3A) e numero de quedas subsequentes (figura 3B). Os

resultados mostram que nédo foram observadas alteragcbes comportamentais nos



35

camundongos apés a administracdo aguda de NPs quando comparados ao grupo

controle (p> 0,05).
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Figura 3. Desempenho motor na locomoc¢édo for¢cada: Decurso temporal do efeito das NPs de
PTEe e PTEe-NPMs ap6s administracéo IP. Os resultados sdo expressos como (A) laténcia para a
primeira queda e (B) nimero de quedas no teste de rotarod. Cada ponto e linha vertical representa a
média e os valores SEM. Nao foi observada diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo de
tratamento, de acordo com a analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguida pelo teste de

Bonferroni.

A figura 4 representa os resultados observados no teste de campo aberto.
O teste foi utilizado para avaliar a atividade locomotora e exploratéria dos animais
através do numero de vezes que o animal levantou (figura 4B), o nUmero de vezes
que ele cruzou o campo (figura 4A) e o nimero de vezes que o animal entrou no
quadrado central (figura 4C). Nao foram observadas diferencas significativas entre

0S grupos avaliados.
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4.3 PARAMETROS BIOQUIMICOS
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Controle

T
PTEe-MNPs

Control

PTEe-MNPs

Controle

PTEe-MNPs

Efeitos produzidos por uma injecdo IP de PTEe 20mg/kg na funcéo
motora de camundongos. (A) nimero de cruzamentos; (B) levantadas e (C) nimero de entradas no
quadrado central no teste de campo aberto. Cada barra representa a média e SEM. Nenhuma
diferenca significativa foi observada de acordo com a analise de variancia (ANOVA) de uma via
seguida pelo pés-teste de Bonferroni.

Os parametros bioquimicos das NPs PTEe e PTEe-NPMs foram avaliadas

em cinco diferentes o6rgdos (figado,

rins, pulmao, gastrocnémio e coracao)
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analisando seis parametros bioquimicos diferentes (DCFH, nitrito, carbonil, sulfidrila,
GSH e SOD). Os resultados serao expressos a seguir, ordenados por tecido.

Os niveis de DCFH e nitrito foram usados como parametros oxidativos.
Como pode ser observado na Figura 5A, os niveis de DCFH nas duas NPs néo
apresentaram diferengas significativas em relacdo ao grupo controle no tecido
hepatico. Por outro lado, o nivel de nitrito das duas NPs foi significativamente maior
em comparacdo com o grupo controle. O dano oxidativo foi examinado através da
guantificacdo de carbonil e conteudo de sulfidrila. Como mostrado na Figura 5B, a
PTEe-NPMs apresentou uma diminuicdo significativa nos niveis de carbonil e
sulfidrila, enquanto a PTEe apresentou uma diminuicdo significativa apenas nos
niveis de sulfidrila em comparacdo com o grupo controle.

Os niveis de SOD e GSH foram utilizados como parametro de enzimas
antioxidantes. Os resultados de SOD e GSH de ambas N PTEe e PTEe-NPMs
apresentaram uma reducéo significativa quando comparado com o0 grupo controle

(Figura 5C). A reducéo foi mais pronunciada nos niveis de GSH.
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Figura 5. Figado: Analise bioquimica dos niveis de (A) DCFH e nitrito, (B) Carbonil e contetdo de
sulfidrila e (C) atividade de GSH e SOD, ap6s administracdo das NPs PTEe e PTEe-NPMs na
concentragcao de 20mg/kg apds administragdo IP em camundongos. ‘p<0.05, "p<0.001, **p <0.0001
quando comparado com o grupo controle, de acordo com o teste de ANOVA de uma via seguido pelo
pos-teste de Newman-Keuls.

Ja nos rins, como mostrado, ambas NPs ndo mostraram diferengca

significativa nos niveis de DCFH e nitrito conforme a figura 6A. As NPs PTEe-NPMs
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reduziram os contetdos de carbonil e sulfidrila em comparacdo com as NPs PTEe
(Figura 6B). Os niveis de GSH e SOD nos rins apresentaram uma reducao

significativa quando comparados com o grupo controle (Figura 6C).
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Figura 6. Rins: Andlise bioquimica dos niveis de (A) DCFH e nitrito, (B) Carbonil e contetdo de
sulfidrila e (C) atividade de GSH e SOD, ap6s administracdo das NPs PTEe e PTEe-NPMs na
concentragcao de 20mg/kg apds administragdo IP em camundongos. “p<0.05, "p<0.001, *p <0.0001
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quando comparado com o grupo controle, de acordo com o teste de ANOVA de uma via seguido pelo
pos-teste de Newman-Keuls.
No pulmao, os niveis de DCFH e nitrito (Figura 7A), assim como os niveis de carbonil

e sulfidrila (Figura 7B) ndo foram afetados pela administracdo das NPs. Em
contraste, foi observada uma reducao significativa nas enzimas antioxidantes (Figura

70).
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Figura 7. Pulmao: Analise bioguimica dos niveis de (A) DCFH e nitrito, (B) Carbonil e contetido de
sulfidrila e (C) atividade de GSH e SOD, apds administracdo das NPs PTEe e PTEe-NPMs na
concentragcao de 20mg/kg apds administragédo IP em camundongos. “p<0.05, "p<0.001, *p <0.0001
quando comparado com o grupo controle, de acordo com o teste de ANOVA de uma via seguido pelo
pos-teste de Newman-Keuls.

A figura 8 representa os resultados observados no musculo gastrocnémio.
A PTEe apresentou niveis significativamente reduzidos de DCFH em comparagéo
com o0 grupo controle e o grupo PTEe-NPMs. Em contraste, PTEe-NPMs né&o
apresentou diferencas significativas nos niveis de DCFH. Os niveis de nitrito ndo
foram afetados (Figura 8A). Pela analise das proteinas, pode ser observada uma
diminuicao significativa no contetdo de sulfidrila (Figura 8B). Além disso, as enzimas
antioxidantes também foram afetadas apds administracdo IP, mostrando uma

diminuicdo em relacdo ao controle, em ambas as NPs (Figura 8C).
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Figura 8. Gastrocnémio: Analise bioquimica dos niveis de (A) DCFH e nitrito, (B) Carbonil e
conteudo de sulfidrila e (C) atividade de GSH e SOD, apés administracdo das NPs PTEe e PTEe-

kK

NPMs na concentracdo de 20mg/kg ap6s administracdo IP em camundongos. "p<0.05, "p<0.001, *p
<0.0001 quando comparado com o grupo controle e # p<0.05, #p<0.001 em compara¢do com 0 grupo
PTEe-MNPs, de acordo com o teste de ANOVA de uma via seguido pelo po6s-teste de Newman-
Keuls.

No coragdo, os niveis de DCFH também foram afetados pela
administracéo IP das NPs de PTEe. Em contraste, 0os niveis de nitrito aumentaram
significativamente (Figura 9A). Os outros parametros analisados, como proteinas e
enzimas antioxidantes nao foram afetadas apds administracéo IP das NPs no tecido

cardiaco (Figuras 9B e 9C).
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Figura 9. Coracdo: Analise bioquimica dos niveis de (A) DCFH e nitrito, (B) Carbonil e contetdo de
sulfidrila e (C) atividade de GSH e SOD, apods administracdo das NPs PTEe e PTEe-NPMs na
concentragcao de 20mg/kg apds administragdo IP em camundongos. “p<0.05, "p<0.001, ™p <0.0001
guando comparado com o grupo controle e #p<0.05 em comparacdo com o grupo PTEe, de acordo
com o teste de ANOVA de uma via seguido pelo pés-teste de Newman-Keuls.
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4.4 CONTEUDO DE DOPAMINA

O conteudo de dopamina foi avaliado em diferentes estruturas cerebrais.
Ambos os grupos analisados PTE e PTE-NPMs, ndo apresentaram diferenca
significativa em comparagdo com o grupo controle na estrutura do cértex, hipocampo
e medula espinhal. No entanto, no estriado, o conteddo de dopamina apresentou
uma diminuicdo significativa em ambos os grupos analisados em comparagdo com o

grupo controle, conforme os graficos apresentados na figura 10.
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Figura 10. Conteddo de dopamina: Avaliagdo do conteido de dopamina por HPLC-FD em
diferentes tecidos (medula espinhal, cortex, hipocampo e estriado) apos administracdo de PTEe and
PTEe-NPMs 20mg/kg. "p<0.05, “p<0.001, ™p <0.0001 quando comparado com o grupo controle, de
acordo com o teste de ANOVA de uma via seguido pelo pos-teste de Newman-Keuls.
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5 DISCUSSAO

A nanomedicina € uma ciéncia relativamente nova, mas em rapido
desenvolvimento, onde os materiais na faixa de nanoescala sdo empregados como
recurso de diagndstico ou para entrega de substancias em sitios especificos e de
maneira controlada. Estudos sobre os diferentes métodos de sintese, analise das
caracteristicas das NPs e a exploracdo de novas areas de aplicacdo, pontuam a
evolucdo desta ferramenta. A possibilidade de producdo de NPs hidrofilicas
pavimentou o caminho para seu uso em diversas pesquisas biomédicas bésicas e
aplicadas (Su et al., 2008; Igbal et al., 2012).

A nanotecnologia oferece beneficios no tratamento de doengcas humanas
cronicas por direcionamento especifico ao sitio de acdo dos medicamentos,
permitindo assim o controle de parametros importantes como taxa de absorcéo e
toxicidade. Atualmente as NPs também s&o aplicadas no diagnéstico por imagem
através de diferentes marcadores moleculares de doencas genéticas e autoimunes,
tumores malignos e outros transtornos. No entanto, a toxicidade das NPs para
organismos vivos € um fator limitante que dificulta seu uso in vivo (Sukhanova et al.,
2018).

Os polimeros tém desempenhado um papel fundamental no avanco da
tecnologia de entrega de drogas por fornecer liberacdo controlada de agentes
terapéuticos em doses constantes e, por um longo periodo, estdo entre os
excipientes mais utilizados na tecnologia farmacéutica. Porém, as propriedades
deste material em escala nanométrica tém sido exploradas apenas nas Ultimas
décadas. O pequeno tamanho das NPs permite que elas atravessem o epitélio e
endotélio, podendo chegar a circulagcdo e atingir diferentes 6rgdos e tecidos
(Oberdorster et al., 2005; Dukhin; Labib, 2013;).

Considerando entdo que materiais de mesma natureza podem apresentar
comportamentos distintos dependendo das dimensdes em que foram sintetizados,
estudos atuais sobre os efeitos toxicos de NPs para identificar os alvos e
mecanismos de seus efeitos nocivos, bem como estudos sobre padrbes de
transporte, acumulo e metabolismo, sdo realizados em modelos de cultura de
células e em modelos animais. Nesta perspectiva, foi objetivo deste trabalho avaliar
a biocompatibilidade de NPs poliméricas de PTEe e PTEe superparamagnéticas em

camundongos, de acordo com os critérios citados.
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Uma vez que a biocompatiblidade destas NPs € determinada por n&o
apresentarem toxicidade, antes de compreender o comportamento in vivo das NPs é
importante conhecer as suas propriedades fisicoquimicas (Sharifi et al., 2012;
Honary; Zahir, 2013; Spirou et al.,, 2018). Assim, ambas as NPs testadas
apresentaram tamanho <127nm, sendo que as NP de PTEe apresentaram tamanho
menor (119 + 4). Como esperado, a incorporacdo das NPMs provocou um aumento
nas particulas. O diametro das NPs deve estar entre 120 e 200 nm para evitar o
extravasamento para os tecidos, a fim de maximizar a aceitacdo. Feuser, et al.
(2020) demonstraram que as NPs obtidas por miniemulsdo e evaporagdo de
solvente possuem morfologia e diametro em torno de 150 nm, corroborando com os
tamanhos observados neste trabalho.

O tamanho da particula, o indice de polidispersdo e a carga superficial
das NPs foram avaliados por espalhamento dindmico de luz (DLS) e a carga
superficial das NPs foi investigada por meio de medi¢des do potencial zeta. As NPs
de PTEe se degradaram quando expostas ao feixe de elétrons durante a analise
TEM, sendo que a degradacado foi mais intensa em tempos de exposicdo mais
longos. Os resultados do DLS corroboram com a analise TEM, uma vez que o
tamanho das particulas estd no mesmo intervalo e os valores de polidispersdo sédo
inferiores a 0,2, indicando que as amostras tém uma distribuicdo de tamanho pouco
variavel e em uma faixa pequena, conforme mostrado na Tabela 1. Tanto a
morfologia quanto a distribuicdo de tamanho de particula tém implicacdes bioldgicas
na captacao celular e processos bioldgicos (Singh; Lillard, 2009; Elsabahy; Wooley,
2013;Sukhanova et al., 2018)

O potencial zeta é uma caracteristica importante das NPs porque fornece
informacBes sobre a estabilidade coloidal, bem como a captacdo celular e vias de
fluxo (Zhang; Gao; Bao, 2015). Valores de potencial zeta de aproximadamente -40
mV em pH fisiol6gico indicam boa estabilidade sem formacdo de agregados,
contribuindo para uma maior estabilidade coloidal. No entanto, pequenas diferencas
de carga superficial e diferentes linhagens celulares tém implicacdes significativas
na absorcédo celular de NPs (Ruenraroengsak et al., 2012). As cargas negativas nas
particulas analisadas estdo associadas a presenca de surfactantes (dodecil sulfato

de sédio) adsorvidos na superficie das NPs (Wu et al., 2010).
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Como mostrado na Tabela 1, ambas as NPs apresentaram tamanho
nanométrico e potencial zeta altamente negativo, promovendo for¢ca repulsiva
suficiente para obter uma boa estabilidade coloidal ao sistema (He et al., 2010;
JOseph; Singhvi, 2020). As NPs PTEe-NPMs apresentaram um potencial zeta menor
do que as NPs PTEe. Esta diferenca pode ser relacionada aos diferentes métodos
de preparacdo e/ou com a maior concentracdo de surfactante absorvido na
superficie da PTEe-NPMs (Feuser et al., 2016).

Estudos mostram que a alta toxicidade de NPs positivamente carregadas
€ explicada por sua capacidade de entrar facilmente nas células, em contraste com
as NPs negativamente carregadas ou neutras. Isto ocorre devido a atracdo
eletrostatica entre as glicoproteinas da membrana celular que possuem carga
negativa (Fornaguera et al., 2015; Sukhanova et al., 2018). Uma comparacao dos
efeitos citotdxicos de NPs de poliestireno com carga positiva x cargas negativas, em
células HeLa e células NIH/3T3 mostraram que as positivamente carregadas
apresentaram maior toxicidade. Isso ndo ocorre apenas porque NPs* penetram mais
efetivamente através da membrana, mas também porque elas se ligam mais
fortemente ao DNA negativamente carregado, causando dano e, como resultado,
prolongamento da fase GO/G1 do ciclo celular. Em contraste, NPs negativamente
carregadas néo tém efeito sobre o ciclo celular (Liu et al., 2011).

Além disso, as NPs positivamente carregadas tém uma facilidade para
adsorcdo de proteinas séricas, facilitando fagocitose (De miguel; Kraychete, 2009).
As proteinas adsorvidas, chamadas de coroa de proteinas, podem afetar as
propriedades de superficie das NPs. Por exemplo, podem alterar a carga superficial
e caracteristicas de agregacédo. A adsorcao de proteinas na superficie das NPs leva
a mudancas conformacionais, que podem diminuir ou completamente inibir as
atividades funcionais das proteinas adsorvidas (Fornaguera et al., 2015). a auséncia
de atividade destas proteinas provoca a perturbacdo de processos biol6gicos e
precipitacdo de estruturas poliméricas ordenadas, por exemplo, fibrilas amiloide
(Honary; Zahir, 2013).

As NPs geralmente sdo aplicadas para fun¢des biolégicas por injecao, e
podem atingir os orgaos através da circulacao sistémica, e podem atingir o cérebro
atravessando a barreira hematoencefalica (BHE). A BHE limita o acesso de muitos
xenobidticos e substancias que podem causar lesdes no cérebro e no sistema

nervoso central (SNC). Neste sentido a BHE, dificulta a terapia medicamentosa para
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lesbes e desordens no SNC. A aplicacdo da nanotecnologia no SNC como um
sistema de entrega de drogas parece ser uma boa estratégia. Objetivo desta
aplicacao utilizando NPs com o tamanho apropriado, modificacbes na superficie e
composicdo sdo o diagnostico e terapia para varias doencas, especialmente em
doencas neurolégicas, com NPs que podem atravessar a BHE (Hu; Gao, 2010; Lima
et al., 2019; Yadav; Yadav, 2020).

A dopamina é o precursor das catecolaminas, norepinefrina e epinefrina.
As catecolaminas no SNC formulam a funcdo neurotransmissora ponto a ponto e
afetam processos cognitivos complexos como humor, atengdo e emogédo. A
dopamina esta especialmente envolvida em funcbes importantes do cérebro e
alteracdes em neurdnios dopaminérgicos podem promover desordens psiquiatricas
e neuroldgicas como esquizofrenia, depressao e doenca de parkinson (Akkermans
et al., 2000;Standaert; Galanter, 2018).

A interacdo entre o receptor e neurotransmissor pode levar a alteracdes
elétricas e bioquimicas na célula nervosa. Neurotransmissores sdo ligantes naturais
de seus receptores cognatos e neste caso, a dopamina é um ligante natural de
neurdbnios dopaminérgicos. No entanto, substancias que atravessam a BHE podem
ser ligantes ndo naturais e podem agir em mais receptores. Estes podem influenciar
no funcionamento normal do cérebro, o que pode ser tanto terapéutico quanto
neurotdxico (Akkermans et al., 2000).

Apoés atravessar a BHE, por qualquer via de exposicdo, as NPs tém a
tendéncia de acumular em regides especificas no cérebro, onde elas podem acessar
células neurais. Kim et al. (2006), conduziram uma pesquisa com aplicacbes de
NPMs, apOs quatro semanas de exposicdo através da via IP, os resultados
mostraram a presenca de NPMs no cérebro pela recaptacdo neuronal. Na conclusao
deste estudo, eles reportaram que as NPs podem permear a BHE sem distarbios
nas funcbes cerebrais e sem efeitos neurotdxicos aparentes. No entanto, alguns
estudos descrevem que as NPMs associadas a outras NPs podem promover
citotoxicidade em células PC12, podendo alterar a expressdao de genes
dopaminérgicos sistémicos causando deplecdo de dopamina, induzindo
neurotoxicidade dopaminérgica e possivelmente mecanismos associados a
neurodegeneracédo (Hu; Gao, 2010).

Neste contexto, a avaliagcdo in vivo da administragdo de PTEe e PTEe-

NPMs apresentou efeitos potencialmente neurotoxicos. Foi observado que a
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administracdo sistémica modulou possiveis efeitos neurotdxicos apontados pela
deplecdo significativa do conteddo de dopamina no estriado dos camundongos,
mesmo que o0 conteuddo de dopamina ndo tenha demonstrado diferencas
significativas nas outras estruturas.

Em comparagdo, Yadav e Yadav (2020) avaliaram o efeito de NPs
metélicas de 6xido de zinco em cérebros de camundongos através de avaliacdes
comportamentais, estresse oxidativo e outros parametros bioquimicos. Estas NPs
demonstraram ser toxicas nas doses de 15 e 30mg/kg, apos exposi¢ao oral cronica,
causando comprometimento da memodria, estresse oxidativo, diminuicdo do
contetdo de neurotransmissores (dopamina e norepinefrina) nos tecidos avaliados,
bem como a presenca de conteddo de zinco no cérebro e plasma em comparacao
com o controle.

Apéds a sintese e caracterizacdo das NPs, foi realizada a administracao
por via IP e os animais foram submetidos a analise comportamental. Ndo foram
observadas diferencas significativas em nenhum dos parametros utilizados para
avaliar o desenvolvimento de nocicep¢do mecanica (Teste de von Frey) e térmica ao
frio ou calor (teste da acetona e teste de retirada da cauda respectivamente). Da
mesma maneira, ndo foram observadas alteracfes significativas no teste de campo
aberto, utilizado para avaliar atividade exploratéria, ou no teste de rotarod, utilizado
para avaliar equilibrio e coordenacdo motora dos animais. Coletivamente, estes
dados sugerem que as NPs de PTEe e PTEe-NPMs néo sdo capazes de produzir
sensibilizacdo central ou alteracbes neuroldgicas significativas nos animais apos
administragao aguda por via IP, indicando uma boa compatibilidade.

Assim, a reducdo no conteudo de dopamina no tecido estriado, quando
avaliada isoladamente indica uma possivel toxicidade local, porém, considerando
que nao foram observadas diferengas significativas em nenhum dos parametros
comportamentais avaliados, sdo necessarios mais estudos para investigar esta
possibilidade. Caso confirmado o efeito das NPs sobre a redugcéo de dopamina com
auséncia de toxicidade, estas NPs poderiam entdo ser investigadas para o
tratamento de doencas que sdo caracterizadas pelo excesso desta monoamina,
como por exemplo a esquizofrenia. A avaliagédo da atividade astrocitaria, do estresse
oxidativo, dos niveis de citocinas e de metabdlitos da dopamina podem evidenciar

com mais clareza o comportamento das NPs avaliadas em relagdo ao SNC.
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Um papel fundamental da nanotoxicologia € entender os mecanismos de
toxicidade das NPs, a fim de prever os riscos de saude associados. Por causa de
suas propriedades especificas em nanoescala, as NPs podem causar efeitos toxicos
nas células e tecidos. A inducdo do estresse oxidativo € um mecanismo importante
de morte celular evocada por NPs (Song et al., 2016; Weiss et al., 2021), e é
definido como o desequilibrio entre a producdo de EROs e ERNs e sua eliminacao
pelos sistemas antioxidantes intrinsecos do organismo. Este desequilibrio pode levar
a danos celulares irreversiveis e a morte celular em razéo do prejuizo causado pela
acdo dos radicais livres, como citado anteriormente. O estresse oxidativo pode
provocar ou exacerbar inflamacédo cronica através da ativacdo de diferentes fatores
de transcricdo relacionados a eventos inflamatérios, resultando na producédo de
citocinas e quimiocinas inflamatorias, que por sua vez também aumentam a
producdo de EROs e ERNSs, prolongando o quadro de estresse (Jia et al., 2010;
Pontes-quero et al., 2021; Pushpakumar; Kundu; Sen, 2014).

Para avaliar a capacidade das NPs de PTEe e PTEe-NPMs de induzir
essa resposta, foi realizada a determinacéo intracelular de EROs (através dos niveis
de DCFH e nitrito); a determinacdo dos marcadores de dano oxidativo (através da
dosagem de carbonil e sulfidrila); e a determinacdo de defesas antioxidantes
(através da avaliacdo da atividade das enzimas GSH e SOD) em diferentes tecidos,
que seréo discutidos a seguir.

No tecido hepatico, os niveis de DCFH nas duas NPs ndo apresentaram
diferencas significativas em relacdo ao grupo controle, sugerindo que nao houve
producéo de espécies reativas de oxigénio em excesso. Por outro lado, os niveis de
nitrito das duas NPs foram significativamente maiores em comparagcdo com 0 grupo
controle (Figura 5A). Os niveis normais de DCFH e aumentados de nitrito podem
estar relacionados a protecao fisioldgica dos hepatdcitos e ndo com dano hepatico,
ja que o figado faz parte da rota de smetabolizacdo das NPs (lwakirl; Kim, 2015).
Lang et al. (2007), demonstraram, que altos niveis de oxido nitrico tendem a inibir
dano em tecidos extrapulmonares. O dano oxidativo foi examinado através da
quantificacdo de carbonil e conteudo de sulfidrila (Figura 5B). A PTEe-NPMs
apresentou uma diminuicao significativa nos niveis de carbonil e sulfidrila enquanto a
PTEe apresentou uma diminuicdo significativa apenas nos niveis de sulfidrila em

comparacdo com O grupo controle. Uma vez que niveis de carbonil elevados



52

sinalizam dano proteico, esta diminuicdo € considerada positiva (Lang et al., 2007
Thakor et al., 2011, Balas et al., 2015).

Os niveis de SOD e GSH (Figura 5C) de ambas NPs PTEe e PTEe-NPMs
apresentaram uma reducéao significativa quando comparados com o grupo controle.
A reducdo foi mais pronunciada nos niveis de GSH, indicando que houve uma
diminuicdo na atividade das enzimas antioxidantes. Resultados similares foram
mostrados por Fernandez-Urrusuno et al. (1997), apds administracao intravenosa de
NPs de poli(isobutil cianoacrilato) e poliestireno em uma concentracao de 20 mg/kg
em ratos sprague-dawley machos). Os autores mostraram uma redu¢cdo maxima nos
niveis de GSH de 80% 24h apds a administracdo das NPs (Fernandez-Urrusuno et
al., 1997). No entanto, esta reducédo foi considerada normal, mesmo com o0s niveis
de GSH reduzidos até 90% (Uhlig; Wendel, 1992). E importante enfatizar que em
humanos a compensacédo da reducdo de GSH é requerida antes de atingir os niveis
criticos (Uhlig; Wendel, 1992). Em contraste com os niveis normais de DCFH, a
reducdo da atividade das enzimas antioxidantes sugere que as NPs testadas foram
capazes de neutralizar a producdo de EROs.

Nos rins nenhuma das NPs provocou alteracfes significativas nos niveis
de DCFH e nitrito (Figura 6A). Estes resultados sugerem que ndo houve nenhum
dano ou inflamacao tecidual apds administracdo das NPs (Haupenthal et al., 2020).
As NPs PTEe-NPMs reduziram os contetdos de carbonil e sulfidrila indicando maior
protecdo das proteinas do que as NPs PTEe (Figura 6B). Como mostra a figura 6C,
0s niveis de GSH e SOD nos rins apresentaram uma reduc¢do significativa quando
comparados com o grupo controle. Os rins também fazem parte da rota de excrecao
das NPs, portanto seria esperado que houvessem alteracdes neste tecido. Porém,
nao foi observada a producdo de EROs ou nitrito, e a atividade das enzimas GSH e
SOD sugerem o mesmo padréo observado no tecido hepatico.

No pulmdo, os niveis de DCFH e nitrito (Figura 7A), assim como 0s niveis
de carbonil e sulfidrila ndo foram afetados pela administracdo das NPs (Figura 7B).
Em contraste, foi observada uma reducédo significativa nas enzimas antioxidantes
(Figura 7C). Resultados similares foram mostrados por Balas et al (2015). Neste
estudo, os autores demonstraram uma reducao inicial nos niveis de GSH nos
primeiros dias de tratamento seguido por um aumento nos niveis de GSH apos 14
dias de exposicdo de NPMs revestida com micelas poliméricas de fosfolipidio em

tecido pulmonar de camundongos CD-1 (Balas et al., 2015). Novamente, a presenca
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das NPs pode ter desempenhado um papel antioxidante. Observando o0s niveis
normais de DCFH e nitrito e niveis reduzidos de SOD e GSH, é possivel inferir que
ndo houve uma descompensacdo entre a producdo de espécies reativas e a
capacidade de neutralizacao.

No gastrocnémio, a PTEe apresentou niveis significativamente reduzidos
de DCFH em comparagdo com o grupo controle e o grupo PTEe-NPMs. Em
contraste, PTEe-NPMs néo apresentou diferencas significativas nos niveis de DCFH.
Estes resultados podem sugerir a diminuicdo da formacdo de EROs apds
administracao IP das NPs de PTEe quando expostas ao musculo gastrocnémio. Os
niveis de nitrito ndo foram afetados (Figura 8A). Pela andlise das proteinas, pode ser
observada uma diminuicdo significativa no contetdo de sulfidrila (Figura 8B),
condizente com a diminuicdo da SOD e GSH (Figura 8C). Além disso, as enzimas
antioxidantes também foram afetadas apds administracdo IP, mostrando uma
diminuicdo em relagdo ao controle, o que sugere que as NPs tenham apresentado
um comportamento potencialmente antioxidante.

No coracéo, os niveis de DCFH também diminuiram apds a administracao
IP das NPs de PTEe (Figura 9A). Em contraste, os niveis de nitrito aumentaram
significativamente, sugerindo uma protecao ao tecido proveniente da vasodilatacéo.
Os outros parametros analisados, como proteinas e enzimas antioxidantes ndo
foram afetados apds administracéo IP neste tecido (Figuras 9B e 9C).

Considerando que um quadro de estresse oxidativo é sinalizado pelo
desbalanco entre a producdo de espécies reativas e enzimas antioxidantes, a
administracdo das NPs nao provocou alteracdes capazes de produzir este quadro
em nenhum dos tecidos avaliados. Coletivamente, os parametros avaliados sugerem
que as NPs de PTEe e PTEe-NPMs ndo sdo potencialmente téxicas em
camundongos. Porém, estes resultados sdo contrapostos com a auséncia de outros
parametros importantes para a andalise da toxicidade como a avaliacdo de citocinas,
interleucinas e enzimas renais e hepaticas, bem como avaliagdes histolégicas dos
principais tecidos.

Por fim, os resultados apresentados - até entdo ausentes na literatura
atual - em conjunto com os dados ja publicados a respeito da atividade in vitro das
NPs testadas, servem como ponto de partida para o entendimento da toxicidade de
sistemas poliméricos em nanoescala, colaborando para a evolugdo cada vez mais

acentuada da nanobiotecnologia, principalmente na area biomédica.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, é possivel concluir que as NPs de
PTEe e PTEe superparamagnéticas, na concentracdo de 20mg/kg, sintetizadas pela
polimerizacdo em miniemulsdo de tiol-eno ndo evidenciaram alteracdes importantes
nos diferentes parametros bioquimicos dos diferentes 6rgdos analisados. Também
nao foram observadas alteracbes comportamentais, indicando que ambas as NPs
possuem boa biocmpatibilidade podendo entdo, ser atrativas para aplicacao

biomédica, como carreadores de farmacos perante estudos mais detalhados.
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ANEXO
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