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RESUMO

EFEITOS DE NANOPARTICULAS DE La,0O3 EM RATOS E BIODISTRIBUICAO DE
ELEMENTOS POR LA-ICP-MS

AUTORA: Graciela Marini Heidrich
ORIENTADOR: Dr. Valderi Luiz Dressler

Este trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos causados pela administragdo, via
oral, de NP-La20O3 em ratos. Devido ao pouco conhecimento toxicologico das NP-
La20g3, inicialmente foi feito o teste de toxicidade oral aguda de acordo com a norma
OECD 425. Para tal, foram utilizadas 4 doses de NP-La>Os (5 mg kg, 50 mg kg,
300 mg kg' e 2000 mg kg! por massa corpérea), onde ndo foram observadas
alteracbes comportamentais, sintomas de intoxicacdo ou mortalidade. Conforme as
analises histolégicas do figado, as doses de 300 e 2000 mg kg?! apresentaram
pequenas lesdes hepaticas, sendo assim, para o estudo de toxicidade crénica foi
utilizado doses inferiores a 300 mg kg*. A segunda etapa do trabalho consistiu na
avaliagcdo da toxicidade crbénica de NP-La203 por um periodo de 31 dias, no qual, os
animais foram divididos em 4 grupos de dosagem oral (controle, 1 mg kg, 10 mg kg
1 e 100 mg kg por massa corpérea). Foi realizada a analise da biodistribuicdo de La
e os elementos classificados como macrominerais e microminerais em diferentes
orgaos, através da determinacéo por ICP-MS e obtencédo de bioimagens por LA-ICP-
MS. Além disso, parametros toxicolégicos também foram avaliados, através de
determinacdes bioquimicas em soro sanguineo, para avaliar possivel lesdo hepatica
e renal. No entanto, ndo foram observadas alteracdes nos niveis de creatinina, ureia,
gama glutamiltranspeptidase, alanina aminotransferase e aspartato transaminase,
tanto nos animais controle como os animais submetidos ao tratamento com as NPs.
De acordo com os resultados, a dose letal (DL50) para administracdo de NP-La203 é
superior a 2000 mg kg*. A administracédo oral de NP-La203 em concentracdes iguais
ou inferiores de 100 mg kg* por um periodo de 31 dias, ndo provocou alteragcées
significativas em parametros bioquimicos e na massa dos 6rgdos de ratos, nao
demostrando caracteristicas toxicoldégicas desse nanomaterial. Em relacdo a
distribuicdo de NP-La20s3, ocorreu um maior acumulo de La no figado, rim e coracéo
e a determinacdo de macro e microminerais, pode ser observado que, o rim e 0
figado foram os 6rgaos mais afetados na variacéo da concentracao elementar.

Palavras-chave: Nanoparticulas, 0xido de lantanio, ratos, biodistribuicdo, LA-ICP-
MS



ABSTRACT

EFFECTS OF La203 NANOPARTICLES ON RATS AND ELEMENT
BIODISTRIBUTION ANALYSIS BY LA-ICP-MS

AUTHOR: GRACIELA MARINI HEIDRICH
ADVISER: Dr. VALDERI LUIZ DRESSLER

The aim of this work is to evaluate possible effects caused by oral administration of
La203-NP in rats. Due to the lack of toxicological knowledge of La20Os3-NP, the acute
oral toxicity test, according to OECD 425 guidelines, was initially performed. For this
purpose, four doses of La203-NP (5 mg kg™, 50 mg kg, 300 mg kg and 2000 mg
kg per body weight), where no behavioral changes, symptoms of intoxication or
mortality were observed. According to the histological analyzes of the liver, doses of
300 mg kg showed small hepatic lesions, so, for the chronic toxicity study of, doses
below 300 mg kg?! were used. The second part of the study consisted in the
evaluation of chronic toxicity of La2Os-NP for a period of 31 days. La2O3-NPs were
also administered orally. For the test, animals were divided into 4 groups (control, 1
mg kg2, 10 mg kg* and 100 mg kg per body mass). Analysis of biodistribution of
La, macrominerals and microminerals elements in different organs, through
determination by ICP-MS and bioimaging by LA-ICP-MS. In addition, toxicological
parameters were also analyzed through biochemical analyzes in blood serum to
evaluate possible hepatic and renal lesions. However, no changes were observed in
creatinine, urea, gamma glutamyltranspeptidase, alanine aminotransferase and
aspartate transaminase levels, both in the control animals with the animals treated
with the NPs. According to the results, the lethal dose (LD50) for administration of
La2O3-NP is greater than 2000 mg kg?®. Oral administration of La203-NP at
concentrations equal to or lower than 100 mg kg? over a period of 31 days did not
cause significant changes in biochemical parameters and in the mass of rat organs,
which did not demonstrate toxicological characteristics of this nanomaterial. Analysis
of biodistribution of La20O3-NP, shows that La is most accumulated in liver, kidney and
heart. Determination of macrominerals and microminerals, can be observed that the
kidney and liver were the most affected organs in the variation of the elemental
concentration.

Keywords: Nanoparticles, lanthanum oxide, rats, biodistribution, LA-ICP-MS
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo das nanoparticulas (NP) vem sendo cada vez mais recorrente
com o avancgo da ciéncia e da industria tecnolégica. Porém, devido as dimensodes
nanomeétricas, seu uso pode levar a efeitos bioldégicos completamente diferentes
guando comparados aos efeitos produzidos pelo mesmo material na forma
macromolecular ou idnica/elementar.!

Ainda h& poucos estudos que relatam a toxicidade das NPs em relacdo aos
seres humanos, mas as NPs podem possuir diferentes efeitos toxicos, devido ao seu
pequeno tamanho e, em consequéncia disso, possui uma elevada area superficial,
podendo assim serem altamente reativos. As NPs sdo capazes de se associar com
0 corpo humano e interagir com as estruturas intracelulares durante um longo
periodo de tempo. As principais vias de absorcdo sao por inalagdo, ingestéo,
penetracéo na pele ou injecédo.!

Os elementos terras raras (REE) apresentam caracteristicas Opticas,
magnéticas e cataliticas peculiares. O lantanio (La) possui caracteristicas quimicas
muito parecidas com as do calcio (Ca), podendo deslocar o Ca na parte estrutural
dos organismos. Em altas concentracdes, o La pode interagir com as proteinas e
afetar as atividades enzimaticas, levando assim a efeitos toxicos.?

Estes elementos, em tamanho nanométrico, possuem propriedades
modificadas e de caracteristica Unica, na qual, lhe conferem um desenvolvimento
significativo em varios campos, como na medicina, tecnologia, agroindustria e
indUstria de cosméticos.?

As nanoparticulas de oxido de lantanio (NP-La203), podem ser encontradas
em produtos antibacterianos* e catalisadores®. Na medicina, sédo utilizadas como
agente radiossensibilizador®, carreadores de farmacos®, na elaboracdo de
biossensores’, entre outras aplicacdes.

Sendo ou nao toxicas, ha uma preocupacdo em relacdo as NP-La203, mas
ainda faltam informacdes a respeito. Desta forma, a importancia de avaliar os efeitos
em organismos vivos, bem como verificar onde elas atuam ou se concentram. Em
relacdo aos estudos voltados para verificar a sua distribuicdo no organismo, a
determinacdo da concentracdo total do elemento em determinado 6rgdo ou tecido
ainda é o mais usual. Entretanto, nos ultimos anos, énfase estd sendo dado em

relacdo a estudos relacionados a verificacdo da distribuicdo espacial dos elementos,
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denominado de bioimageamento ou biodistribuicdo.8® Para tal, diferentes técnicas
tém sido propostas, entre elas a ablacdo com laser acoplada a espectrometria de
massa com plasma (LA-ICP-MS). A analise da distribuicdo espacial dos elementos
em materiais bioldgicos tem aumentado em diversas areas cientificas, entre elas,
guimica, biologia e ciéncias ambientais.®
Além da analise de biodistribuicdo, a avaliacao toxicolégica de NP em ratos, a
analise de enzimas, no qual a presenca delas no sangue em quantidade significativa
pode indicar danos ao tecido, podem atuar como biomarcadores para determinar o
estado funcional de alguns oOrgdos. Como exemplo, tem-se a aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), que sdo usadas como
medida de referéncia de hepatotoxicidade.!! O exame histol6gico é outra avaliacéo
feita para determinar as mudancas morfolégicas devido a exposicdo a NPs,
avaliando, assim, os efeitos toxicolégicos de cada érgdo.*?
Deste modo, este trabalho tem como objetivo:
e Avaliacdo da toxicidade oral (DL50) aguda das NP-La20s3, em ratos
fémeas Wistar.
e Avaliacdo da toxicidade oral crénica de NP-La20z em ratos machos
Wistar, com diferentes concentracdes por um periodo de 31 dias.
¢ Monitoramento de possiveis alteracdes comportamentais dos animais,
bem como a variacdo da massa corpdrea e outros aspectos visuais,
como perda de pelo, durante o periodo do tratamento.
e Analise dos parametros toxicologicos, no figado e rim através de
alteracdes nos parametros bioquimicos em soro sanguineo.
e Desenvolvimento de método e a andlise da distribuicdo de La nos
orgdos dos animais de forma quantitativa e qualitativa
(bioimageamento), bem como, a alteracdo de elementos essenciais

devido a absorcao de La.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 NANOPARTICULAS

Sao consideradas NPs os materiais que possuem tamanho entre 1 e 100 nm.
Em consequéncia deste pequeno tamanho, elas possuem propriedades Unicas. Uma
dessas propriedades € sua elevada area superficial, que pode comportar um maior
namero de atomos na sua superficie, tornando-se, assim, mais reativas. As NPs
podem estar nas formas esféricas, bastdo ou tubo e com dimensdes variaveis,
sendo que essas caracteristicas definem suas propriedades fisicas, mecanicas,
Opticas e eletromagnéticas.*3'4 Dentre os nanomateriais, as NPs possuem dimensé&o
zero (OD) ou uma dimenséo (1D), o que lhes conferem propriedades diferentes aos
compostos bulk (conjunto de particulas de tamanho maior), as quais possuem trés
dimensdes (3D).%°

As NPs sédo obtidas a partir de processos de sintese, sendo que entre os mais
conhecidos estdo os métodos de Top-Down e Bottom-up. No método Top-Down,
parte-se do material previamente preparado em escala micrométrica e prepara-se o0
material nanoestruturado por processos de abrasdo ou moagem de alta energia. O
método Bottom-up consiste no uso de precursores moleculares ou ibnicos, que sao
submetidos a um processo de nucleacéo e crescimento de particulas a fim de formar
o material de interesse.*®

Devido as suas propriedades diferenciadas, o emprego das NPs metalicas na
elaboracdo de biossensores, transportadores de farmacos e agentes
antimicrobianos, estdo em amplo desenvolvimento e possuem um potencial de
emprego na biomedicina.l” Além disso, esses materiais podem ser sintetizados e
modificados com varios grupos funcionais quimicos que permitem se combinar com
anticorpos, ligando a drogas de interesse.'® Um exemplo para essas aplicacdes é a
utilizacdo de NPs como agentes de contraste em ressonancia magnética nuclear
(RMN). Nesse emprego, as NPs possuem grande utilidade, melhorando o contraste
da imagem para o monitoramento de células especificas e acompanhamento do seu
destino no organismo do paciente. Em virtude do seu tamanho, elas permanecem
mais tempo em contato com o 6rgao, comparada a particulas maiores, sendo que o
tempo de permanéncia delas no organismo € um critério importante no procedimento

de imagem.*® Outros exemplos de NPs e suas aplicacdes incluem as NPs de prata
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(NP-Ag), as quais possuem amplo uso na industria téxti como agente
antimicrobiano,?® e as NPs de 6xido de ferro (NP-Fe203), que sdo utilizadas como
agente de contraste em imageamento biomédico devido as suas propriedades
magnéticas.?! Podem ser citadas também as NPs de dioxido de titanio (NP-TiO), que
sdo amplamente empregadas em protetores solares com intuito de proporcionar
melhor aspecto na homogeneizacdo dos mesmos,?? e as NPs de 6xido de lantanio

(NP-La203), as quais tem atividade antimicrobiana.*

2.1.1 Nanoparticulas de 6xido de lantanio

O lantanio pertence a classe dos lantanideos ou elementos terras raras
(REE), contendo configuracdes estaveis de elétrons no nivel 4f e, devido a isso,
possui caracteristica paramagnética.?® Os lantanideos, de um modo geral, possuem
propriedades quimicas semelhantes ao calcio (Ca), como raio iénico, por exemplo.
Deste modo, o lantanio trivalente (La®") possui potencial para tratamento de
transtornos de reabsorcdo 6ssea, como a osteoporose, sendo que os lantanideos
também sao utilizados em tratamento de toxicidade hepatica, aterosclerose e artrite
reumatoide.2?* Além disso, devido a sua forte afinidade por fosfatos, o La também é
utilizado como medicamento, como o Fosrenol, em tratamentos renais, devido seu
grande potencial para eliminacdo de fosfatos.?®

As NP-La203 possuem morfologia esférica, sdo insollUveis em agua e sollveis
em &cido. Na area biomédica, as propriedades magnéticas das NP-La-Oz séo
exploradas para o desenvolvimento de marcadores controlados por campo
magnético para liberacdo de farmacos, além de serem empregadas como contraste
em imageamento biomédico por RMN.?6 Adicionalmente, as NP-La203z podem
também ser aplicadas como agentes antimicrobiano* e antiviral?’.

Além do seu potencial uso na area da saude, as NP-La>Os demonstram
muitas propriedades atrativas para aplicacdes industriais e tecnoldgicas, como em
semicondutores do tipo p e aplicacbes na area eletrbnica, em biossensores,
tratamento de 4gua, componente em conversores de gases automotivos, materiais
cataliticos e filtros opticos.3

De acordo com ensaio de biocompatibilidade das NP-La203, foi observado
gue estas apresentam citotoxicidade moderada, isto significa que sédo nocivas as

células, tornando assim, preocupante seu uso em aplicacdes biomédicas. Além
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disso, elas sdo rapidamente absorvidas pelo trato gastrointestinal, sendo entéao,
acumuladas no figado.?® Entretanto, estudos de toxicidade com doses repetidas e

avaliacdo da bioacumulac&o ainda sado necessarios.

2.1.2 Toxicidade das nanoparticulas

A utilizacdo das NPs é crescente com o avanco da ciéncia e da industria
tecnolégica. Simultaneamente, as duvidas sobre seus reais efeitos, benéficos ou
maléficos, ainda ndo estdo totalmente elucidados. Portanto, o desenvolvimento de
estudos sobre biodistribuicdo, isto €, analise da interacdo destes materiais com
tecidos animais, ainda séo necessarios.?8

No ambito biolégico, o tamanho reduzido das NPs define uma preocupacao
com a sua passagem pela membrana celular, devido os mesmos estarem na mesma
ordem de grandeza, afetando a fisiologia de células animais.?® Além do mais, as
proteinas possuem uma tendéncia de interagir com as NPs por possuirem dimenséao
semelhante, podendo isso afetar o metabolismo celular.3°

Depois da absorcéo e interacdo, NPs da ordem de 10 a 20 nm conseguem
atravessar a barreira hematoencefélica, tornando-se assim importantes agentes
terapéuticos, podendo atuar como carregador de farmacos e, também, serem
utilizadas como ferramenta para localizacdo de processos patolégicos cerebrais.
Também, podem atuar como ligante seletivo a células tumorais sem causar danos
comparados aos métodos convencionais de tratamento neural. Entretanto, o efeito
gue essas NPs podem ter na funcéo neural ainda sdo desconhecidas.3!

Com relacéo a toxicidade de NPs, estudos evidenciaram que NPs de alguns
oxidos metalicos possuem a capacidade de induzir a producédo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), podendo afetar a expressdao de proteinas antioxidantes e
enzimas dos sistemas de defesa, tanto in vitro como em in vivo, resultando em
estresse oxidativo, podendo assim levar a citotoxicidade, inflamacéo e fibrose.3?

Muitos nanomateriais, mesmo aqueles compostos por materiais bastante
inertes, como o ouro, tornam-se altamente reativos na escala nanométrica. Isto
ocorre devido ao aumento da area superficial, fazendo com que mais moléculas
(agentes externos) entrem em contato com a superficie, ocorrendo entdo o aumento
da interacdo.®®* Além do tamanho, outros parametros que afetam o potencial

toxicologico de NPs sdo a forma, a composicdo, 0 estado de
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aglomeracao/agregacdo, a morfologia da superficie, a cristalinidade e a
solubilidade.3*3%

A maioria dos estudos fornece informacdes somente da composi¢cao quimica
e o tamanho de NPs utilizadas, sendo as demais informacgdes limitadas. Informagdes
como biocinética nos estudos de nanotoxicidade sao importantes, pois as
propriedades da NP no ambiente fisiologico para o qual elas sédo aplicadas, como o
pH e a forca i6nica do meio, podem influenciar na solubilidade das mesmas.637
Deste modo, ensaios de toxicidade devem ser realizados nas condigdes mais
proximas dos modos de exposi¢ao real. Atualmente, existem dois modelos de ensaio
comumente empregados: in vitro e in vivo. No ensaio in vitro sdo, geralmente,
utilizadas células que sdo expostas aos agentes de interesse. Posteriormente,
parametros indicadores da toxicidade séo avaliados, como a inibicdo do crescimento
e respiracdo celular, producdo de radicais livres, lesdes no DNA e outras
manifestacdes bioquimicas e celulares. Ensaios in vivo sdo empregados utilizando
modelos animais, em que as altera¢des causadas no desenvolvimento no organismo
como, crescimento, mortalidade e lesdo em alguns 6érgéos, podem ser indicadores
de toxicidade. Neste sentido, cabe mencionar que as agéncias reguladoras
nacionais como INCQS/Fiocruz, e internacionais EPA, FDA, OECD, jA possuem
protocolos padronizados para realizacdo desses ensaios de toxicidade in vitro e in
vivo.38

Na maioria dos casos, o efeito toxico das NPs esta relacionado a producao
excessiva de ROS, sendo que essas espécies em excesso sdo potencialmente
toxicas. Niveis moderados de ROS possuem a funcdo de algumas modula¢cdes
celulares, como transducdo de sinal, resposta proliferativa, expressao de gene e
regulacdo da proteina redox. Porém, altos niveis de ROS podem causar estresse
oxidativo, provocar inflamacfes e danos as células devido a peroxidacgdo lipidica,
alteracdo das proteinas e até mesmo o rompimento do DNA.3°

Nos ultimos anos é observado um aumento do numero de publicacdes
referentes a testes de toxicidade de NPs. Neste sentido, Kumari et al.°
determinaram a dose letal (DL50) para NPs de Oxido de cério (NP-CeO2) e
microparticulas de oxido de cério (M-CeO2) em fémeas de rato albino Wistar, de
acordo com a OECD 420, conhecida como Acute oral toxicity-fixed dose method.
Neste estudo, os ratos foram expostos a concentracdes de NP-CeO: de 5, 50 e 300

mg kg de peso corpéreo. Os autores observaram que em doses de 5 e 50 mg kg
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de NP-CeO:2 ndo houve aumento significativo da atividade da enzima fosfatase
alcalina (ALP) em soro dos ratos expostos. Porém, quando administradas
concentracGes de 300 mg kg?, o nivel de lactato desidrogenase (LDH) aumentou
significativamente, indicando citotoxicidade. Além disso, a bioacumulagédo de NP-
CeO: foi mais pronunciada em relacao a M-CeO:..

Em um ensaio de exposicéo oral de ratos a NPs de oxido de niquel (NP-NiO),
submetidos a 125, 250 e 500 mg kg?! de peso corpéreo, foi observado que a
biodistribuicdo de NP-NiO resultou em um maior acumulo de Ni no tecido hepatico
depois de 24 h de exposicdo. Neste estudo também foram identificados danos
significativos ao DNA apds administracdo da dose mais elevada no periodo de 24 h,
demonstrando assim os efeitos genotéxicos das NP-NiO.4

No trabalho realizado por Srinivas et al.*?, a toxicidade foi avaliada através da
exposicao por inalagdo, na qual 36 ratos, sendo 18 machos e 18 fémeas, foram
expostos continuamente a NP-CeO2 por um periodo de 4 h em um ambiente
contendo aerossol de NP-CeO2com 641 mg m3. As avaliacdes apés 24 h, 48 h e 14
dias de exposicdo, indicaram citotoxicidade por meio do estresse oxidativo e
inflamacdo crénica.*? Niu et al.*® submeteram quatro grupos de ratos, contendo 6
animais cada, para avaliar o efeito cardioprotetor de NP-CeO:. Os ratos receberam,
por via oral (gavagem), 100 uL de uma solucédo a 0,15 mM de NP-CeO2. Os autores
observaram efeito benéfico da NP-CeO: através de suas propriedades antioxidantes
e autorregenerativas.

Apesar do pouco conhecimento sobre nanomateriais, principalmente para o
La>Os3, em trabalho realizado por Sisler et al.,** os ratos foram expostos a uma baixa
dose (10 mg m3) e uma alta dose (30 mg m=3) de NPs-La203, de acordo com 0s
autores. As doses foram administradas via inalacdo, durante 4 dias, por periodos de
6 h dial, tendo 12 animais para cada grupo de ratos tratados com NPs-La>0z e 24
animais para o grupo controle. Como resultados, foram observadas alteracdes

inflamatérias crénicas e fibrose no pulmao.
2.1.3 Andlise bioquimica de efeitos toxicoldgicos in vivo
A avaliacdo do potencial toxicolégico deve incluir indicadores gerais da saude

dos animais, tais como, disturbios do comportamento, alteracées na massa corporal

e taxa de mortalidade.*®
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As NPs podem interagir com as proteinas e afetar as atividades enzimaticas,
levando assim a efeitos toxicos. As enzimas alanina aminotransferase (ALT),
aspartato transaminase (AST) e gama glutamil transpeptidase (GGT), estéo
presentes no figado, no entanto, quando h& alguma lesdo nesse 6rgéo, tais enzimas
sdo liberadas para a corrente sanguinea.*® Deste modo, a andlise destas enzimas
fornece informacgBes sobre o funcionamento do figado e identifica possiveis lesGes
hepaticas. Além disso, danos renais podem ser identificados através da analise da
creatinina e uréia presente no soro sanguineo. Visto que, a creatinina e a uréia sao
filtradas no rim, o alto teor delas no soro significa que o rim possui dificuldade em
excreta-las, sendo considerado um marcador da funcdo renal, embora ndo sejam
considerados especificos.*’

Em virtude dessas enzimas serem encontradas no soro ou plasma de seres
humanos e ratos, eles tém potencial para serem utilizados como marcadores para
monitorar lesdes hepaticas e lesdes renais induzidas por alguma substancia em

testes de toxicidade.

2.2 BIODISTRIBUICAO DE ELEMENTOS

A analise de biodistribuicdo € utilizada para avaliar o destino e em qual regido
ocorre, preferencialmente, a absorcéo de substancias, como farmacos, metais, NPs,
entre outros, em um organismo, animal ou vegetal.*® A aplicacdo de NPs na
medicina tem se destacado, uma vez que podem atuar como carreadores de
farmacos capazes de atingir células especificas e aprimorar o diagnéstico médico.*°
Nesse contexto, a biodistribuicdo de nanomateriais € considerada uma avaliacao
importante em relagédo a sua eficicia e seguranca, tornando assim decisivo seu uso
na medicina para diagnostico e/ou tratamento de doencas.

No caso das NPs, a biodistribuicéo pode ser influenciada por diversos fatores,
incluindo a rota de administracdo (intravenosa, oral, pulmonar e administracdo
dérmica), propriedades fisicas (tamanho e forma) e quimicas (reatividade quimica)
da NP, além do ambiente fisiol6gico para a qual as NPs sao introduzidas. Outras
caracteristicas que podem influenciar a absor¢cao seriam o revestimento da NP, sua
carga superficial e o seu tamanho.!

Uma das principais rotas de exposicdo de NPs em humanos € via

administracédo oral, através do consumo de produtos que contenham nanomateriais
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em sua composi¢cdo. Quando ingeridos, as NPs podem ser absorvidas pelo trato
gastrointestinal®® e ao entrar em contato com a corrente sanguinea, as NPs séo
expostas em um ambiente rico de proteinas, células e tecidos. Em casos em que as
NPs possuem dimensfes similares as das proteinas, ou seja, inferior a 40 nm, e
dependendo da composi¢do da superficie, elas podem formar complexos, podendo
ocasionar mudancas na estrutura da proteina e inclusive alterar a funcdo da
mesma.>®

A andlise de biodistribuicdo pode ser realizada por métodos invasivos, através
da eutandsia do animal e posterior andlise dos 06rgdos, como quantificacdo
elementar, ou por métodos néo invasivos através da obtencdo de imagem, com
auxilio de um marcador fluorescente juntamente com as NPs e deteccdo por
microscopia de fluorescéncia.>!

Para a andlise de biodistribuicdo apods sacrificio do animal, a decomposicao
total dos 6rgaos é uma metodologia utilizada para posterior determinacédo elementar.
Para isto, € necessaria uma etapa de preparo de amostra, para converter a matriz
(6rgdos) em solucéo. Esta etapa é realizada fornecendo energia térmica, combinada
a reagentes quimicos, como acidos concentrados. Outro método de andlise de
biodistribuicdo elementar nos tecidos animais é através da obtencdo de imagens
com auxilio de técnicas analiticas como a espectrometria de massa de ion
secundario (SIMS),%? espectroscopia de raios-X (XRF)%3, micro espectroscopia de
raios-X (uXRF)>* e ablacdo por laser acoplada a espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (LA-ICP-MS). Com estas técnicas é possivel mapear
em qual regido do tecido teve maior acumulo ou monitorar uma possivel leséo.

Na literatura sdo reportados trabalhos sobre biodistribuicdo de diversas NPs,
um deles se refere a biodistribuicdo de NPs de carbeto de silicio (NP-SIiC) em
modelo animal apds administracéo oral da dose aguda (24 h), nas concentracdes de
0,5, 5, 50, 300 e 600 mg kg por peso corpéreo, para dose cronica (28 dias), com
doses de 0,5 e 50 mg kg por peso corpdreo. A biodistribuicdo de NP-SiC no figado,
rim, baco e fezes, foi analisada por emissdo de raios-X induzido por particula (PIXE).
No tratamento de dose aguda ndo ocorreu acumulo de NP-SIiC nos 6rgéos, porém
no tratamento de dose subaguda, a concentracdo de NP-SIiC nas fezes teve um
aumento até o final do tratamento e ndo teve acUmulo nos 6rgdos.>®> Em outro
estudo foi para avaliacdo da distribuicdo de NPs de 6xido de zinco (NP-ZnO) e NPs
de dioxido de titanio (NP-TiO2) em sangue, urina, fezes e 6rgdos como figado, rim,
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baco e cérebro. As NPs foram administradas oralmente em ratos durante 13
semanas (7 dias semana), nas concentracdes de 260, 520 e 1041 mg kg* de NP-
TiO2 e 134, 268 e 536 mg kg de NP-ZnO por peso corpéreo. Para a determinacado
de Ti e Zn foi utilizado a espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES) e a concentracdo de Zn foi maior no figado, rim e
urina. Para as NP-TiOz, a concentracdo de Ti foi mais elevada nas fezes, sendo que
nos outros Orgaos nao teve diferenca significativa com o controle. Entretanto, a NP-
ZnO comparada a NP-TiO2, demonstrou uma maior absorcdo e distribuicdo entre os
orgaos, isto se justifica possivelmente a alta taxa de dissolu¢do da NP-ZnO no fluido

gastrico.%®

2.2.1 Andlise de composicao elementar

Muitos elementos s&o considerados essenciais para o desempenho das
atividades biologicas do organismo. Estes elementos podem ser classificados como
macrominerais, que s&o necessarios em concentragdes mais elevadas, como calcio
(Ca), fosforo (P), magnésio (Mg) e potassio (K), e 0s microminerais, que sao
essenciais em concentracdes diarias na faixa de pg g* no organismo. Entre os
microminerais estdo o ferro (Fe), selénio (Se), zinco (Zn), cobre (Cu), manganés
(Mn) e molibdénio (Mo). Estes elementos encontram-se na forma i6nica ou estao
ligados a proteinas ou moléculas, como metaloenzimas. Cada elemento possuli
propriedades quimicas diferentes e funcionalidades especificas. O Ca?*, por
exemplo, ligado a proteina (Ca?*-ATPase) é crucial para manter o equilibrio das
funcdes neurais. Um distarbio na disponibilidade de Ca pode desencadear
desordens no sistema nervoso central e sua deficiéncia em longo prazo €,
provavelmente, um dos fatores responsaveis pelo desenvolvimento de
osteoporose.®’

Em alguns casos, a deficiéncia de determinados elementos essenciais pode
ser resultado da absorcdo de outros elementos, causado pela exposi¢cdo aguda ou
cronica de elementos nédo-essenciais. O mecanismo de interacdo dos elementos
com o organismo, pode ser identificado através de alteracdes na distribuicdo de
metais nos tecidos.>®

Para a determinacdo elementar em materiais bioldgicos sdo necessarias

técnicas analiticas de determinacdo com boa seletividade e sensibilidade,
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principalmente nos casos de elementos que estdo em baixa concentracdo. Neste
contexto, destaca-se 0 uso da analise por espectroscopia de fluorescéncia de raios-
X59, espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)®° e a
ICP-OES®.

Na técnica de XRF, a amostra € submetida a uma radiacdo de elevada
energia (radiacdo gama ou radiacdo X), que promove a excitacdo de atomos. Ao
retornarem para o estado fundamental, estes emitem um comprimento de onda
especifico, sendo possivel a identificacdo do elemento. Nesta técnica, a
determinacdo é multi-elementar e é possivel a analise direta de sdlidos, ndo sendo
necessaria uma etapa prévia de preparo da amostra.®?

A técnica de ICP-MS é comumente a técnica de escolha para a determinacao
de elementos em baixas concentracdes, principalmente devido a sua alta
sensibilidade. No entanto, nesta técnica, apesar da alta seletividade, podem ser
encontradas interferéncias espectrais causadas pela formacéo de éxidos, hidroxidos
e de ions poliatdmicos.®°

A técnica de ICP-OES também tem sido amplamente utilizada para
determinacdo de macronutrientes, porém sao encontradas algumas limitacdes
devido a presenca de interferéncias espectrais que sdo causadas, principalmente,

por sobreposicdo de linhas de emissdo atdmica.®!
2.2.2 Técnicas de Bioimagem

Estudos envolvendo biodistribuicdo e bioacumulacdo de NPs em tecidos e
orgaos de animais, apesar de serem importantes para avaliagdo da toxicidade, ainda
sao relativamente limitados. A obtencdo da bioimagem da distribuicdo de NPs nos
tecidos e 6rgdos é uma forma de revelar o seu acimulo em determinada regido ou
espagco dos mesmos, bem como mapear possiveis lesbes causadas pelo material
monitorado e compreender as rotas de exposi¢des.5®

Entre as técnicas de bioimagem, a escolha vai depender da sensibilidade,
seletividade e resolucdo espacial necessaria. A seguir sera dada énfase sobre a
técnica LA-ICP-MS, uma vez que serd a técnica utilizada para a analise dos

materiais bioldgicos no presente estudo.
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2.2.3 Ablacéo por laser acoplada a espectrometria de massa com plasma

indutivamente acoplado

A técnica de LA-ICP-MS permite determinar a distribuicdo espacial dos
elementos com resolucdo espacial da ordem de 5 a 200 um. A técnica € semi-
destrutiva da amostra, requerendo somente quantidades da ordem de ng de massa
de amostra, que corresponde a quantidade de material removido por pulsos de
laser.5* A LA-ICP-MS é utilizada para andlise direta de sélido na qual uma porcéo da
amostra € convertida em vapor ou em particulas, com minima ou nenhuma
manipulacdo da amostra.®® Ou seja, a andlise pode ser feita diretamente na amostra
in natura, sem qualquer preparo prévio. Dependendo da aplicacdo, a amostra pode
ser seccionada ou fatiada, geralmente com espessura da ordem de 10 a 500 um, e
fixada em um suporte, como numa lamina de vidro.

A LA-ICP-MS permite que a amostra seja analisada de diferentes formas,
normalmente de modo pontual, rastreamento, profundidade e linha, e que pode ser
escolhida de acordo com a aplicacéo requerida. A varredura em linha, por exemplo,
é normalmente utilizada para a obtencdo de bioimagens.®® Obtidos os dados da
andlise, estes sdo tratados em programas para a obtencdo das imagens, como o
MatLab, Origin e ImageJ, por exemplo.

Dentre as principais vantagens da LA-ICP-MS, destacam-se a alta taxa de
transferéncia de amostra para o plasma, alta sensibilidade, boa exatidao e precisédo
de resultados analiticos.®®

Porém, as particulas de aerossol produzidas durante a ablacédo de diferentes
matrizes podem variar em tamanho e geometria, afetando a eficiéncia de transporte
da amostra da célula de ablacédo até o plasma. Ambos os efeitos contribuem para
desestabilizacdo do plasma e originar efeitos de matriz, uma vez que as eficiéncias
de vaporizagéo, atomizacgao e ionizacado dependem da quantidade de massa ablada
da forma de aerossol (vapor ou particula) e transportada para o plasma.3®

Para contornar estes efeitos pode ser feita a normalizacdo do sinal do analito
com o sinal de um padrao interno (PI). O ideal é que o PI esteja presente na matriz e
distribuido de forma homogénea, esteja preferencialmente na mesma faixa de
concentracdo do analito, tenha razdo massa/carga (m/z) préximo ao do analito e o

processo de ablagédo e ionizagdo no plasma deve ser semelhante ao do analito.356°
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Neste contexto, o carbono, apesar de ter todas estas caracteristicas, € um
dos elementos mais utilizados para normalizacdo em amostras bioldgicas, por
diversos autores, pois o carbono € um dos principais componentes dos tecidos e tem

uma distribuigdo bastante homogénea.56:6

2.2.4 Andlise de tecido animal por LA-ICP-MS

Recentemente houve um aumento no interesse do estudo da distribuicéo
elementar e molecular em materiais bioldgicos. Esses estudos tém sido conduzidos,
especialmente, através da obtencdo da imagem da distribuicdo dos elementos
nesses materiais, permitindo a visualizacdo da disposi¢do, tanto de elementos
essenciais como a presenca de elementos toxicos. Este € um método importante
para auxiliar na compreensao dos complexos mecanismos dos processos bioldgicos,
a relacdo dos efeitos da deficiéncia ou caréncia de determinados elementos e como
podem estar associados a algumas doencas.8

A LA-ICP-MS é uma técnica que permite a determinacdo de elementos e
is6topos em tecidos bioldgicos e materiais relacionados com uma boa resolucéo
espacial e alta sensibilidade. Analises qualitativas e semi-quantitativas em tecidos
animais incluem a verificacdo da absorcdo de drogas medicamentosas,
nanoparticulas, concentracdo de metais em células e acamulo ou disseminacdo de

elementos, bem como a sua distribuicdo no tecido.%
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Neste estudo foram utilizadas ratas Wistar fémeas adultas, nuliparas e nao-
gravidas e ratos Wistar machos adultos, pesando entre 200 e 250 g, com 60 dias de
idade. Os animais foram adquiridos do Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Maria. Durante o periodo de desenvolvimento deste trabalho, os ratos foram
alojados separadamente em gaiolas de aco inoxidavel, mantidos em condi¢édo
padrdo em um ambiente com temperatura controlada (23 °C £ 1) e com um ciclo de
12 horas claro/escuro. As dietas, tanto soélida quanto liquida, foram fornecidas ad
libitum (acesso livre). Antes do inicio dos experimentos, 0s animais passaram por um
periodo de adaptacdo de 7 a 14 dias no ambiente do biotério. Todos os
procedimentos com os animais foram aprovados pelo Comité de Etica Animal da

Universidade Federal de Santa Maria (nUmero do protocolo: 4250170317).

3.2 ESTUDO DE TOXICIDADE ORAL AGUDA

O teste de toxicidade oral aguda foi realizado de acordo com a norma OECD
42559, que consiste na administracéo de dosagens de concentracdes crescentes do
composto nos animais. Para este teste é recomendado o uso de fémeas devido a
pequena diferenca de sensibilidade entre ratos fémeas e machos, na qual,
geralmente, as fémeas sdo um pouco mais sensiveis.®® Neste estudo, foram
utilizadas 5 ratas fémeas Wistar (60 dias e aproximadamente 220 g cada), sendo
gue 1 rata foi o controle, ou seja, ndo recebeu dose de nanomaterial, e 4 ratas
pertenceram ao grupo do teste de dose letal referente as NPs éxido de lantanio (NP-
La20s3).

Para a avaliacdo da toxicidade das NPs, foram usadas 4 doses diferentes de
NP-La203 (5 mg kg, 50 mg kg*?, 300 mg kg* e 2000 mg kg corpéreo). As doses
foram preparadas em H20 purificada e posteriormente sonicadas durante 5 min em
banho de ultrassom. A administracdo foi por gavagem utilizando sonda orofagica. O
teste foi iniciado com o tratamento de uma rata com a dose de 5 mg kg corpéreo, o
segundo rato foi tratado com a dose de 50 mg kg, seguida da dose de 300 mg kg

e da dose final de 2000 mg kg?, com um periodo de 24 h entre as dosagens,
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estabelecido a fim de verificar a mortalidade ou ndo desses animais apdés a
administracéo das NPs.

A dose letal é definida quando ha mortalidade de ratos em doses menores do
que 2000 mg kg corpéreo. Apds a dosagem, os animais foram observados durante
15 dias, sendo monitorado o possivel aparecimento de sintomas associados a
intoxicacdo, como tremores, convulsdes, diarreia ou salivacao. Durante este periodo,
0s animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada e alimentacéo
ad libitum. Na auséncia de mortalidade e de sinais de intoxicagdo, os animais foram
pesados e eutanaziados para estudos necroscopicos. Os 6rgaos, bago, coracdo e

figado foram coletados para estudos histologicos.

3.3 ESTUDO DE TOXICIDADE CRONICA DA NP-LA203 POR UM PERIODO DE 31
DIAS

Neste estudo, foram utilizados 40 ratos Wistar machos, na qual os animais

foram distribuidos aleatoriamente, com n = 10 em 4 grupos, descritos a seguir:

Grupo 1: Controle

Grupo 2: Administracdo de 1 mg kg de nanoparticulas de La20s.
Grupo 3: Administracdo de 10 mg kg* de nanoparticulas de La20s.
Grupo 4: Administracdo de 100 mg kg de nanoparticulas de La20s.

Os animais receberam as NPs por gavagem, na dose de 1; 10 e 100 mg kg*
corpéreo, uma vez por dia, durante 31 dias, 5 dias por semana. No grupo controle,
0s animais receberam veiculo (suspensdo em agua), em dose Unica. Todas as
solucdes foram administradas em volume igual a 1,0 mL kg corpéreo e entre as 16
e 17 horas.

Apds o tratamento, os animais foram pesados e em seguida anestesiados
com halotano (1-bromo-1-cloro-2,2,2-trifluoroetano) para serem eutanaziados. O
baco, cérebro, coracdo, figado, pancreas, pulméo e rim foram coletados para os
estudos de biodistribuicio de La e avaliacdo do teor de microminerais e
macrominerais. O sangue foi coletado por puncdo cardiaca para as analises

bioquimicas e para determinacdo da concentracdo de La.



30

3.4 INSTRUMENTACAO

As amostras de bacgo, cérebro, coracdo, figado, pancreas, pulmao, rim e
sangue, foram decompostas em sistema fechado, utilizando um forno de micro-
ondas modelo SpeedWave (Microwave Digestion System, Berghof, Alemanha)
equipado com 12 frascos de TFM (Politetrafluoretileno modificado), com capacidade
para 60 mL e temperatura e pressdo maxima de trabalho de 260 °C e 40 atm,
respectivamente. Para a decomposicdo de cerca de 250 mg de amostra, foram
utilizados 4 mL de HNOs 14,4 mol L. A mistura foi submetida a aguecimento
durante 30 min a 900 W de poténcia com rampa de aquecimento de 10 min. Apos
arrefecimento, as solucbes foram transferidas para frascos de polipropileno e
avolumadas a 20 mL com agua ultrapura e armazenadas a temperatura ambiente
até a etapa de quantificacéao.

As determinacbes de cobalto, cobre, lantanio, manganés, molibdénio e
selénio foram feitas em um espectrémetro de massa com plasma indutivamente
acoplado (modelo Elan DRC Il, PerkinElmer Sciex, Canada), equipado com
nebulizador concéntrico (Meinhard Associates, EUA) e camara de nebulizagéo
ciclénica de quartzo tipo baffled (PerkinElmer), tocha e tubo injetor de quartzo com 2
mm de didmetro interno. A caracterizacdo das amostras através da determinacédo de
célcio, ferro, potassio, fésforo, magnésio e zinco, apés decomposicdo, foi feita
utilizando um espectrdmetro de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado
(Spectro Ciros CCD, Spectro Analytical Instruments, Alemanha), equipado com
nebulizador cross-flow e camara de nebulizac&o de vidro de duplo passo (tipo Scott),
tocha e tubo injetor (2 mm de d.i.) de quartzo. As determinac¢des utilizando ICP OES
e ICP-MS foram feitas utilizando argonio de alta pureza (99,998%, White Martins,
Séo Paulo, Brasil). As condi¢des operacionais utilizadas no equipamento de ICP-MS
e ICP OES estao apresentadas na Tabela 1 e foram utilizadas de acordo com as

recomendacdes dos fabricantes.



31

Tabela 1 — Condi¢cOes operacionais utilizadas para as determinac¢des por ICP-MS e

ICP OES.
Parametro ICP-MS ICP-OES
Poténcia do gerador de RF, W 1300 1400
Vazéo de argdbnio principal, L min* 15 15
Vazao de argénio auxiliar, L mint 1,2 0,20
Vazao de argbnio do nebulizador, L min-t 1,00 0,70
Dweell time, ms 40 -
Leituras 5 -
Leituras por replicata 3 3
139|_a’ 55Mn,
Isétopos monitorados, m/z ®5Cu, 3C, -
8286, 98Mo
Call (393,366),
Comprimentos de onda espectral, nm* Elel(|7(6263 352(?)?')'
- Mgl (285,213),
Pl (214,914),
Znll (206,200)
* | — linha atdmica, Il — linha ibnica

Para obtencdo das imagens de biodistribuicdo dos elementos foi usado um
sistema de ablacdo com laser combinado com espectrometro de massa com plasma
indutivamente acoplado (LA-ICP-MS). O sistema LA contém uma fonte de laser de
estado sélido, composto pelo meio ativo de Nd:YAG, operando no comprimento de
onda de 266 nm (modelo LSX-266, Cetac Technologies, USA). A fonte de excitacdo
do cristal de Nd:YAG é constituida por uma lampada de arco de xendnio mantida em
605 V, 72 W e pulso de 20 Hz. A energia do laser pode ser ajustada de 0-100%,
sendo que a energia hominal do feixe a 100% é de 15 mJ e o tempo da duracéo do
pulso do laser é inferior a 6 ns. O sistema possui uma camera CCD com resolucéo
de até 2 um, que permite a visualizacdo da superficie da amostra. A amostra é
inserida em uma camara de ablacdo, de aproximadamente 50 mm de diametro e 50
mm de altura (volume de aproximadamente 80 mL) e que tem movimento em trés
dimensdes (x, y e z). O controle de todas as fun¢des do laser é feito pelo software
DigiLaz G2 (versao 4.1.2.1940), que é executado em um computador fornecido com
o instrumento. As condi¢cbes operacionais do sistema LA-ICP-MS foram adaptadas

de Nunes et al.%’ e estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Condi¢des operacionais para a andlise de tecido animal por LA-ICP-MS.

LA-ICP-MS Condicéo
Gas de arraste (Ar), L min't 1,30
Diametro do feixe, um 100
Velocidade de varredura, um s 100
Frequéncia do pulso de laser, Hz 20
Energia’, % 15

"A energia de 100% corresponde a 15 mJ.

As imagens da distribuicdo dos elementos, foi obtida através da intensidade
dos sinais gerados pelo ICP-MS, exportado os dados no formato .xls e processados
no programa MATLAB, versao 7.9.0, o qual foi programado o comando com
informac6es do numero de linhas de ablacdo e a quantidade total de medidas
durante a analise.

Para os procedimentos de pesagem foi utilizada uma balanca analitica
(modelo AY220, Shimadzu do Brasil, Brasil), com resolucdo de 0,0001 g e carga
maxima de 220 g e uma microbalanca (modelo M2P, Sartorius, Alemanha) com
resolucéo de 0,001 mg e carga maxima de 2 g.

Para a homogeneizacéo das solu¢gdes de NP-La20s foi utilizado um banho de
ultrassom multifrequéncia (modelo Transsonic TI-H-5, Elma, Alemanha) com
poténcia efetiva de 100 W e frequéncia de 25/45 kHz.

3.5 REAGENTES E SOLUCOES

A 4gua utilizada foi previamente destilada, deionizada em coluna de troca
ibnica e posteriormente purificada em um sistema Milli-Q (Millipore, EUA), obtendo
resistividade final de 18,2 MQ cm. Acido nitrico P.A. (65%, 1,4 kg L, 14,4 mol L,
Vetec, Brasil), utilizado na decomposicéo das amostras, foi purificado em sistema de
destilacdo abaixo do ponto de ebulicdo (duoPUR, Subboiling Distillation System,
Milestone, Italia).

As nanoparticulas de La20Os foram adquiridas da Nanostructured &
Amorphous Materials, Inc. (Houston, TX, USA). As propriedades fisico-quimicas das
nanoparticulas, informadas pelo fabricante, estdo descritas na Tabela 3.
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Tabela 3 — Propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas de La20s.

Propriedade Lax03
Tamanho 15-30 nm
Morfologia Esféricas
Pureza 99,99%

Para a determinacéo de Cu, Co, La, Mn, Mo e Se por ICP-MS, as solugdes de
calibracdo foram preparadas a partir da diluicdo de uma solucdo de referéncia
multielementar com concentracdo de 10 mg L (SCP33MS, SCP Science, Canada)
em HNO3 5% (v/v). As solugdes da curva de calibragédo para a determinagéo de Ca,
Fe, K, P, Mg e Zn por ICP-OES, foram preparadas a partir da diluicdo de uma
solucéo estoque multielementar a 1000 mg L (Merck IV, Certipur, Estados Unidos).

3.6 VALIDACAO DAS ANALISES POR ICP-MS, ICP OES E LA-ICP-MS

As determinacdes de Ca, Co, Cu, Fe, K, La, Mg, Mn, Mo, P, Se e Zn por ICP-
MS e ICP OES foram feitas de acordo com as condicfes descritas na Tabela 1. Para
a verificacdo da exatiddo dos resultados obtidos pelo método de decomposicéo foi
utilizado material de referéncia certificado (CRM) biolégico, tecido de ostra do NIST
1566a (Oyster Tissue, National Institute of Standards and Technology, USA), o qual
foi decomposto nas mesmas condi¢des descritas acima. O limite de detecc¢éo (LOD)
e limite de quantificacdo (LOQ) também foram determinados.

Os dados séo avaliados pela analise de variancia de uma via (ANOVA), com
pés teste de Tukey ou teste t-Student, ambos com nivel de confianca de 95%.

As analises para a obtencdo de imagens por LA-ICP-MS foram feitas de

forma qualitativa, sendo as condi¢cdes descritas na Tabela 2.

3.7 ANALISES BIOQUIMICAS

O sangue foi coletado através da puncéo cardiaca e transferido para tubos
sem anticoagulante e em seguida centrifugado a 2500 g durante 15 min e o soro foi
separado e congelado a -20 °C, para posterior analise. Dentre as analises

bioquimicas realizadas, incluem creatinina, uréia, gama glutamil transpeptidase,
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transaminase oxalacética e transaminase piravica. Os ensaios foram realizados em

duplicata.

3.8 HISTOLOGIA

O baco, coracéo e figado foram removidos e acondicionados em uma solugao
tampéao de formaldeido (10% v/v) durante 24 h. Apés a desidratacdo dos 6rgaos, foi
adicionado parafina e em seguida o material foi seccionado em fatias de 6
micrdmetros de espessura utilizando um micré6tomo manual. A avaliacdo histologica
foi feita através de um microscopio (OLYMPUS CX21 microscépio, OLYMPUS

camera). A analise e o parecer dos resultados, foram realizados por um patologista.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste item serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nos
estudos de toxicidade oral aguda e crénica das NPs-La20s, sua biodistribuicdo e os
possiveis efeitos da administracdo das NPs sobre outros elementos biologicamente
importantes nos diferentes 6rgdos (baco, cérebro, coracdo, figado, pancreas,
pulmao e rim) e sangue total dos ratos, apos 31 dias de tratamento. Também seréao
apresentados os resultados da analise bioquimica, como contribuicdo para analise

toxicologica.

4.1 ESTUDO DE TOXICIDADE ORAL AGUDA

O teste de toxicidade oral aguda foi feito como descrito no item 3.2 (secéo
Materiais e Métodos). Esse teste foi realizado devido ao pouco conhecimento sobre
a toxicidade das NP-La:03, uma vez que ndo foram encontrados na literatura
estudos de toxicidade oral aguda em ratos. O estudo da dose letal € de fundamental
importancia para os estudos sobre bioacumulacdo, uma vez que é necessario saber
a dose maxima que pode ser administrada sem que ocorra a morte do animal.

Apods a administracdo da dose maxima de 2000 mg kg™ corpéreo, os animais
foram monitorados durante 15 dias e nao foram observadas alteracoes
comportamentais, sintomas de intoxicacdo ou mortalidade. Sendo assim, os animais
foram pesados e em seguida eutanaziados. O baco, figado e coracdo foram entdo
coletados e acondicionados em uma solucdo de formaldeido tamponada para
posterior analise histolégica. O pancreas, rim e cérebro foram retirados e pesados a
fim de relacionar a razdo entre a massa do 6rgdo com a massa corpérea, apos a
administracdo das NP-La20s. A massa corpérea dos animais antes e depois do
tratamento, bem como a relagdo da massa dos 6rgdos com a massa corpérea dos
animais que receberam diferentes concentracdes da solucdo das NP-La203 estédo

apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4 — Massa corporea dos ratos antes e depois de serem submetidos ao
tratamento com NP-La2O3 e a massa dos 6rgaos relacionada a massa
corporea (n = 1).

Concentracdo Massa corpérea(g) Pancreas Rim Cérebro

NP-Laz0s3 Antes Depois (%) (%) (%)

Controle 268 280 0,233 0,345 0,753
50 mg kg* 246 268 0,372 0,388 0,716
300 mg kgt 242 266 0,301 0,359 0,778
2000 mg kgt 237 258 0,303 0,399 0,689

De uma maneira geral, foi observado que os tratamentos com as NPs nao
tiveram influéncia no aumento ou diminuicdo de massa corpérea dos animais e nao
foram observadas alteracdes na massa dos 6rgaos quando administradas diferentes
dosagens das NP-La2Os. Neste periodo de observacdo, o0s animais né&o
apresentaram sintomas de intoxicacdo e nem mortalidade, sendo assim, ndo se

detectou dose letal.
4.1.1 Analise Histologica
A analise histoldgica foi realizada no figado, bago e coracéo no periodo de 14

dias apo0s a exposicado dos ratos as NP-La:0s3. A Figura 1, demonstra a analise

histologica do figado.
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Figura 1 — Andlise histoldgica de figado. (A) Rato controle e rato submetido a, (B)
NP-La203 5 mg kg, (C) NP-La203 300 mg kg* e (D) NP-La203 2000 mg
kgl (H&E 10X — Detalhes 40X)

E possivel observar, nesta figura, que o 6rgdo do rato controle apresenta
histologia normal com hepatécitos arranjados radialmente da veia central em direcado
a periferia do lébulo. Do mesmo modo, para a administracéo da dose de 5 mg kg
de NP-La20s3, ndo houveram alteragbes histologicas. J& no caso do figado dos
animais expostos as doses de 300 mg kg? e 2000 mg kg* de NP-La203, pode ser
observada a degeneracdo hidropica do Orgdo, caracterizada pela presenca de
hepatécitos amplos, com um citoplasma claro, caracterizado pela presenca de
pequenos vacuolos palidos e um nucleo normal em posicdo central, marcado na
figura com *.

Na Figura 2, esta apresentada a analise histologica do baco do rato controle e

do rato apés administracdo de 2000 mg kg de NP-La20s.
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Figura 2 — Analise histologica do baco. (A) Rato controle e (B) rato subemtido a
tratamento com NP-La203 2000 mg kg (H&E 10X)

Observa-se em (A), na Figura 2, o 6rgdo controle, de histologia normal com
(*) arteriola central, (**) polpa branca e (***) polpa vermelha, enquanto que em (B)
dose de 2000 mg kg! de NP-La20s, representativo das demais doses, com
histologia normal quando comparada ao controle.

A analise histolégica do coracao esta apresentada na Figura 3.

Figura 3 — Andlise histologica de coracdo. (A) Rato controle e (B) rato submetido a
tratamento com NP-La203 2000 mg kg?. (H&E10X)

Em (A), na Figura 3, o controle demonstra histologia normal, com células
musculares com nucleo central (*), e em (B) a dose de 2000 mg kg* de NP-La>O3 é
representativa das demais doses, com histologia normal quando comparado ao
controle.

Conforme as andlises histolégicas do figado, as doses de 300 mg kg e 2000
mg kg* apresentaram pequenas lesGes hepaticas. Por conta disso, foi decidido

continuar os estudos de toxicidade com dose repetida administrando concentracdes
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inferiores a 300 mg kg, tendo em vista o bem-estar e seguranca dos animais. No
entanto, cabe mencionar que com base nos resultados obtidos nas analises de
intoxicacdo oral aguda e histologica, em que néo foram observadas alteracdes
comportamentais, sintomas de intoxicagdo ou mortalidade, além de histologia normal
no tecido hepatico, € possivel inferir que a DL50 estimada para administragdo oral

de NP-La20s3 em ratos é maior do que 2000 mg kg corpéreo.

4.1.2 Analise de biodistribuicdo por LA-ICP-MS

Para andlise de biodistribuicdo foi utilizado uma regido do figado de rato que
teve tratamento com dose de 2000 mg kg?. Para tal, a amostra passou por um
processo de desidratacdo em uma solucdo tampdo de formaldeido a 10% (v/v).
ApOs este processo, foi adicionada parafina para seccionar a amostra em fatias de
30 micrdmetros de espessura utilizando um micr6tomo manual. As fatias de figado
foram fixadas em laminas de vidro e armazenadas em um frasco fechado sob
temperatura ambiente, para posterior analise.

Para a andlise de biodistribuicdo das NP-La2Os nas fatias de figado foi
utilizada a técnica de LA-ICP-MS. As condi¢cdes operacionais estdo descritas na
Tabela 2, do item 3.4 (secdo Materiais e Métodos). Para ablacdo do figado, foi
aplicado o modo de ablacdo de multiplas linhas, obtendo-se um total de 107 linhas
abladas na amostra, com espacamento de 10 um entre cada linha e diametro de
feixe do laser de 100 um. O tempo total de medig¢ao das intensidades dos elementos
monitorados na amostra de figado, para obtencéo das bioimagens, foi de 6 horas.

O 13C foi utilizado para a normalizacdo do sinal analitico. O processamento
dos dados para obtencdo das bioimagens foi feito empregando o programa
MATLAB. A fotografia da amostra de figado e as bioimagens para a analise de

distribuicdo dos elementos obtidas por LA-ICP-MS, estdo mostradas na Figura 4.
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La 139 9/13C

Ca Log #Cal'3C Cu 65CU/13C
1,4

1,2
1

0,8
0,6
0,4
0,2

Fe Log 55Fe/13C Mn 55Mn/13C

4,5
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0

Figura 4 — Bioimagens da distribuicdo de La e outros elementos em figado de rato
exposto a 2000 mg kg de La20s. Condicdes operacionais do instrumento LA-ICP-
MS de acordo com a Tabela 2.
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Mg Log 2Mg/13C Mo 98Mo/13C

P Log ¥'P/3C Zn Log %Zn/13C
1,6
1,4
11,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2

Figura 4 — Continuacao

De acordo com a bioimagem obtida para o elemento La, é possivel observar o
seu acumulo na regido central do figado. Para os demais elementos, é necessério a
obtencdo da bioimagem do mesmo érgdo do animal controle, sendo assim, ndo é
possivel concluir se ocorreu alguma interferéncia na alteracdo na concentracao
destes elementos no figado em decorréncia da administracdo das NPs nos animais.

No entanto, esta técnica € uma alternativa para o estudo de biodistribuicéo,
possuindo assim um potencial para aplicagbes na area da biomedicina pois é
possivel avaliar a distribuicdo espacial dos elementos em tecidos, para melhor
entender processos biolégicos, bem como compreender rotas de acumulo de
substancias ndo essenciais ao organismo como, por exemplo, nanoparticulas. Além
disso, na analise de biodistribuicdo por LA-ICP-MS € possivel a analise

guantitativa.’®
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4.2 ESTUDO DE TOXICIDADE CRONICA DA NP-La;0s POR UM PERIODO DE 31
DIAS

O estudo de toxicidade com dose repetida durante 31 dias foi realizado de
acordo com item 3.3 (secao Materiais e Métodos), com a finalidade de avaliar em
qual orgéo ocorre o acumulo das NP-La20O3, bem como avaliar possiveis alteracdes
na concentracao de macro e microminerais nos orgaos estudados.

Para o estudo de toxicidade com dose repetida, foram administrados 300 pL
de solucdo aquosa com concentracdo de 1, 10 e 100 mg kg*. No caso dos animais
do grupo controle, foram administrados 300 puL de agua ultrapura da mesma forma
de administracdo das nanoparticulas nos ratos do grupo de tratamento, para que
todos animais sejam submetidos pelo mesmo nivel de estresse.

Durante o tratamento, 0s animais permaneceram sob observacdo diaria e
pesados semanalmente. Durante este periodo ndo foram observadas alteracdes
fisicas, como perda de pelo, secrecdo nas mucosas ou perda de peso. A variacdo da

massa corpoérea ao longo de cada semana de tratamento pode ser visualizada na

Figura 5.
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Figura 5 — Variacdo da massa corporea dos animais no periodo de 4 semanas,

(n = 10). CT: animal controle.
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N&o foi observada diferenca estatistica (ANOVA, p < 0,05) significativa da
massa corporea entre 0s grupos, sendo que todos os animais tiveram um aumento
de massa corporal no final do tratamento, conforme ocorre naturalmente para os
animais, pois ratos de 60 a 120 dias estdo no periodo jovem-adulto, ainda sob
crescimento corporal, de acordo com a OECD.%°

No 32° dia, os animais foram pesados e eutanaziados, em seguida, os 6rgaos
foram coletados e pesados. A relacdo da massa dos 6rgdos com o0 peso corpéreo,
néo teve diferenga significativa entre os ratos sob os tratamentos com as NPs e os
ratos controle. A relagdo da massa do 6rgdo com a massa corpdrea esté descrita na
Tabela 5.

Tabela 5 — Relacdo da massa dos 6rgdos com a massa corpérea de ratos apos 31
dias de tratamento com NP-La203. Os valores representam a média e o
desvio padréo (SD) para n = 10.

DOSE mg kg*

Parametro 0 1 10 100
Cérebro (%) 0,533+0,038 0,539+0,044 0,502+0,182 0,536+ 0,043
Figado (%) 3,47+0,11 3,66 + 0,45 3,63+1,29 3,80 £ 0,55
Rim esquerdo (%) 0,353 +0,150 0,357 +0,036 0,372+0,036 0,368 + 0,032
Rim direito (%) 0,340 £ 0,144 0,351 +0,027 0,366 +0,038 0,362 + 0,037
Baco (%) 0,177 £0,012 0,189 +0,016 0,182+0,022 0,178 + 0,015
Pulmao direito (%) 0,121 +0,018 0,124 +£0,009 0,138 +0,024 0,135 + 0,028
Coracao (%) 0,332+0,031 0,340+0,022 0,361+0,054 0,337 +0,035
Pancreas (%) 0,285 +0,027 0,245+0,052 0,288 +0,031 0,255 +0,051

De acordo com a relacdo da massa do 6rgdo com a massa corporea,
observa-se que nao houveram diferencas significativas (ANOVA, p < 0,05) entre os
tratamentos e o controle.

A avaliacdo de pardmetros bioquimicos séricos foi realizada em laboratorio de
analise clinicas de Santa Maria. Os parametros incluiram a analise de creatinina,
ureia, GGT, ALT, AST em soro sanguineo dos ratos controle e dos tratamentos. Os

valores obtidos estdo mostrados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Valores bioquimicos séricos de ratos apos 31 dias de tratamento com
NP-La20s, (n =5).

Parametro Controle 1mgkg?! 10mgkg? 100 mg kg™
Creatinina (mg dL™) 04+0,1 0401 0,4+0,1 0,3+0,1
Ureia (mg dL™?) 47 + 7 52+8 51+8 48 + 3
GGT (UL <1 <1 <1 <1
ALT (UL 132 + 35 157 + 13 140 + 41 161 + 32
AST (U LY 48 + 13 51+ 6 49 +7 50 + 8

GGT, gama glutamil transpeptidase; ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartato transaminase

Um aumento no valor de creatinina e uréia, pode indicar insuficiéncia renal.
Se os rins ndo conseguem eliminar a creatinina e a ureia, provavelmente nao
conseguem eliminar outras substancias produzidas pelo metabolismo. No caso dos
ratos em estudo, os niveis de creatinina e ureia se mantiveram similares com o
aumento da concentracdo da dosagem de NP-La2O3 administrada, bem como com
relagdo aos animais controle. O GGT, ALT e AST sé&o indicadores de lesdes
hepéticas, no entanto, de acordo com os resultados obtidos da andlise bioquimica
em soro sanguineo, nao foram observadas diferencas significativas destes
indicadores entre os ratos controle e os ratos do tratamento. Sendo assim, nao
foram identificados danos hepéticos e renais com administracdo de diferentes

concentragdes de NP-La20s até 100 mg kg, durante 31 dias.

4.2.1 Determinacao de lantanio por ICP-MS

A decomposicao dos Orgdos para posterior determinacdo de lantanio teve
como objetivo avaliar em que 6rgao ocorreu maior acumulo de La proveniente da
administracdo das NP-La:03. A determinacdo de La foi feita utilizando um
equipamento de ICP-MS e foram utilizados os parametros operacionais descritos no
item 3.4 (secdo Materiais e Métodos). A fim de verificar possiveis interferéncias de
matriz nos resultados, foram utilizados pelo menos dois fatores de diluicdo da
solucdo de amostra. Contudo, ndo foram observadas interferéncias de matriz nos

resultados.
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A concentracdo de La no sangue para 0s animais controle e submetido a

tratamento, ficaram abaixo do limite de deteccéo, que foi de 1 ng g*. Os demais

resultados obtidos estdo mostrados na Figura 6.
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Figura 6 — Resultados obtidos por ICP-MS para La nos diferentes 6rgaos (n = 3),
baco e pulméo (n = 2). As condi¢gbes de determinagéo estdo descritas na
Tabela 1 (secao Materiais e Métodos).
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Com base nos resultados apresentados na Figura 6, pode ser observado que
a concentracdo de lantanio é maior no figado, rim e coracédo, e aumenta de acordo
com o aumento da concentragdo de NP-La2Osz administrada. Nestes orgaos, a taxa
de absorcgéo de La ficou entre 0,0002% e 0,005% da dose total administrada, a qual
esta de acordo com a taxa de absorcdo de NPs pouco solluveis, conforme relatado
na literatura.’

O acumulo de La no figado pode ser explicado pela composicéo celular deste
orgdo. Nele estdo contidas as células de Kupffer, as quais sdo responsaveis pela
retirada de materiais “estranhos” que entram em contato com o 6rgdo.*® Devido a
essa funcdo celular, o figado foi 0 6rgdo onde ocorreu um maior acumulo de La na
dose de 100 mg kg corpéreo.

A absorcdo de La no rim pode estar relacionada com a provavel rota de
eliminagéo das NPs pela urina, uma vez que a funcdo do sistema renal € atuar como
filtro de impurezas no organismo.3’

No coracdo, a absorcdo de NPs é um processo ainda pouco conhecido e
relatado. Park et al. 2 observaram acumulo de nanoparticulas de 6xido de vanadio
em maior concentragdo no coragdo, seguida do figado, rim e baco. Entretanto, os
autores relataram que seriam necessarios mais estudos para avaliar os reais efeitos.

Nos demais oOrgdos analisados, ndo foram observadas diferencas
significativas para a concentragdo de La entre os animais submetidos aos
tratamentos e o controle. Nesse sentido, destaca-se como aspecto positivo 0 nédo
acumulo de La no cérebro, provavelmente devido a constituicdo da barreira
hematoencefalica possuir tamanhos de poros menores do que 20 nm,3! ndo sendo

possivel a passagem das NP-La2Os3, que possuem tamanho maior.

4.2.2 Determinagdo de macrominerais e microminerais

A relacdo do aumento ou decréscimo da concentracdo de macrominerais e
microminerais em funcéo da dose administrada em cada 6rgéo foi realizada através
da determinacéao Ca, Mg, K e P e Cu, Fe, Mn, Mo, Se e Zn, respectivamente. Estas
andlises foram feitas utilizando as técnicas de ICP-OES e ICP-MS. Os parametros

operacionais utilizados estdo descritos no item 3.4 (se¢do Materiais e Métodos).
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A concentracdo de macrominerais no figado, coracéo, rim, pancreas, cérebro,
baco e pulmdo do rato controle e os ratos submetidos ao tratamento, estdo

mostrados na Figura 7.
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Figura 7 — Biodistribuicdo de macrominerais apos 31 dias de exposicdo de NPs-
La20s3 (n = 3).

Dentre os macromineirais quantificados, P e K sdo os elementos mais
abundantes encontrados nos 6rgdos monitorados. A concentracdo de Ca no figado,
rim e bago nos animais submetidos ao tratamento com as NPs teve diferenga
significativa (ANOVA, p < 0,05), comparado ao controle. A concentragdo de K é
significativamente diferente apenas no bacgo, nas concentracdes de 1 e 10 mg kg™,
guando comparada com o controle. Diferenca significativa também foi observado
para Mg no figado, pancreas, cérebro, baco e pulméo e o P no rim, pancreas e bacgo
entre 0s animais tratados com as NPs e os animais controle. A biodistribuicdo de Ca,
K, Mg e P, pode ser visualizada em cada 6rgao separadamente nos Anexos A, B, C
e D, respectivamente.

Com relacao a distribuicdo de microminerais nos 6rgdos pode-se observar na

Figura 8, que a concentracao de cobre é maior no figado, cérebro, coracdo e rim.
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Figura 8 — Biodistribuicdo de microminerais apds 31 dias de exposicdo de NPs-

La203 (n = 3)

O Co é constituinte da cianocobalamina (vitamina B12) e é essencial para a

funcdo normal de todas as células.>” Na determinacdo de Co foi observado que no

figado, rim e baco, houve diferenca significativa (ANOVA, p < 0,05) entre os ratos

controle e aqueles submetidos aos tratamentos. Ocorreu um aumento em torno de
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20% para os tratamentos de 10 e 100 mg kg? corpéreo, em comparacdo com o
controle.

O Cu é co-fator de muitas enzimas, como a superoxido dismutase que possui
a funcdo de proteger o organismo contra oxidantes e radicais livres.>” A
concentracéo de Cu aumentou cerca de 20% no rim, nos tratamentos de 1 e 10 mg
kgt corpéreo. No tratamento de 100 mg kg, a concentracdo obtida estd na mesma
faixa do controle.

O Fe € um elemento altamente reativo que pode interagir com o oxigénio para
formar intermediarios com o potencial de danificar membranas celulares ou degradar
o DNA. Para que isso ndo ocorra, o Fe necessita estar ligado a proteinas.>’ Neste
trabalho, a concentracdo de Fe diminuiu significativamente no figado, coracao e rim
guando comparados o0s ratos controle e os ratos que foram submetidos ao
tratamento com as NP-La203. A concentracédo de Fe no figado (155 * 8 ug g*) dos
ratos submetidos ao tratamento com as NPs foi expressivamente maior do que o
valor encontrado na literatura (35 pg g*)’3. Tal resultado pode estar associado a
uma provavel contaminacdo do Fe presente no sangue, através do contato do
sangue com o 6rgao durante a coleta.

O Mn esta presente em diversas enzimas e é responsavel pela formacéo de
tecido conjuntivo e esquelético.>” A concentragdo de Mn nos ratos dos tratamento de
10 e 100 mg kg*, tiveram um aumento significativo no figado e bago e diminuiu em
torno de 12% no rim e pulmé&o. No pancreas teve um aumento de 23% no tratamento
de 1 mg kg?! comparado ao controle; nos demais tratamentos, a concentracédo
permaneceu de acordo com o controle.

O Mo é constituinte de enzimas que catalisam as reacfes de oxidacao-
reducdo,® e teve uma diminuicdo significativa de 25% no figado no tratamento de 10
mg kg; no baco teve um aumento de 4% no tratamento de 1 mg kg e um aumento
de 22% nos tratamentos de 10 e 100 mg kg™. No caso do Se, que esta envolvido no
metabolismo da gordura e atua como um antioxidante,®” ocorreu um aumento de
31% da concentracdo no coracao nos animais submetidos ao tratamento de 100 mg
kg e um decréscimo de 33% no pancreas nos animais com tratamento de 10 mg kg
- nos demais animais se manteve de acordo com o controle.

O Zn possui uma importante fungdo na neurotransmisséo e a reducao da
concentracdo do elemento pode prejudicar a memoéria.”* Neste trabalho, a

concentracdo de Zn no pancreas dos animais controle teve um aumento de 20%
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para o tratamento de 1 mg kg* e um decréscimo nos tratamentos de 10 e 100 mg
kg*. Para os demais 6rgéos analisados, a concentragédo se manteve constante entre
0s animais submetidos aos tratamentos e o controle, sendo assim, ndo afetado pela
administracdo das NP-La20s. A biodistribuicdo de Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Se e Zn,
pode ser visualizada em cada 6rgdo separadamente nos Anexos E, F, G, H, |, J e L,
respectivamente.

Com base nos resultados obtidos durante a analise elementar, pode ser
observado que, de uma maneira geral, o rim e o figado foram os 6rgdos mais
afetados na variagdo de macrominerais e microminerais. Provavelmente, isso se
deve ao fato de que o figado tem como uma das funcdes o armazenamento e
biotransformacédo das substancias que recebe pela corrente sanguinea, entre elas
as substancias consideradas téxicas para converté-las em menos toxicas e para
isso, o figado utiliza uma grande quantidade de enzimas. O rim é composto por
milhares de unidades funcionais chamadas de néfrons, os quais auxiliam os rins a
manter a homeostase de fluidos corporais e eletrdlitos, bem como sdo responsaveis
por filtrar carboidratos, proteinas e alguns ions e inclusive nanoparticulas entre 10-
15 nm.” Devido a estas funcdes particulares de cada 6rgédo, pode ter ocorrido
alguma alteracdo na composicdo de macro e microminerais, devido a absorcéo de
nanoparticulas de La20s.

Cabe mencionar que, em um trabalho realizado por Feng et al.”4, a
distribuicdo de Ca, Fe e Zn no cérebro sofreu alteracbes significativas apos
exposicdo de ratos a 0,1; 2 e 40 mg kg* de LaCls. Porém, no presente trabalho, no
gual o tratamento foi feito empregando NP-La>Os, ndo foram observadas alteracdes
na concentracdo desses mesmos elementos, quando comparados os animais do

grupo de tratamento aos animais do grupo controle.

4.2.3 Validacao dos resultados

Para avaliacdo da exatiddo dos resultados, foi analisado um material de
referéncia certificado de tecido biolégico (NIST 1566a — Oyster Tissue), o qual foi
digerido e analisado nas mesmas condi¢cdes das amostras de tecidos de ratos. Além
disso, foi determinado o limite de deteccéo e o limite de quantificagdo. O LOD e LOQ
estdo relacionados a quantidade minima do analito que pode ser detectado e

guantificado, respectivamente. S&o parametros frequentemente utilizados para
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comparacdo de metodologias para andlise quantitativa. Os limites de deteccgéo e
guantificacdo foram estabelecidos considerando a média e o desvio padrdo de 10
medidas do branco para cada um dos analitos. O LOD foi expresso como trés vezes
o desvio padrdo mais a concentracdo média do branco, enquanto que o LOQ foi
expresso como dez vezes o desvio padrdo mais a concentracdo média do branco.

Os resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7 — Resultados obtidos por ICP-MS em material de referéncia certificado e os
respectivos LOD e LOQ da técnica (n = 3).

NIST 1566a

Elemento Valor Certificado Valor determinado LOD LOQ

(Mg g (Mg g%) (Mg gl (Mg g™
La 0,3* 0,276 £ 0,015 0,001 0,003
Mn 123+15 12,0+ 0,3 0,001 0,004
Co 0,57+0,11 0,53 £ 0,09 0,001 0,003
Cu 66,3 + 4,3 62,9+ 1,8 0,002 0,006
Se 2,21 +£0,24 2,54 +0,17 0,022 0,073
Mo n.i.” 0,247 £ 0,007 0,001 0,002

*Valor informado
**(n.i.) Valor n&o informado

De acordo com a avaliagdo estatistica (t-Student, nivel p < 0,05), nao
houveram diferencas significativas entre os valores de concentracdo certificados e

os valores determinados por ICP-MS.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As NP-La203 mostraram néo ser toxicas quando administradas oralmente em
ratos na dose maxima de 2000 mg kg de peso corpéreo. Cabe destacar que esta
toxicidade ainda nao havia sido descrita na literatura para as NP-La2Os. De acordo
com a andlise histolégica do figado, as doses de 300 e 2000 mg kg apresentaram
pequenas lesbes hepaticas e os demais 6rgdos analisados obtiveram histologia
normal.

A administracéo oral de NP-La20s, para avaliagdo de toxicidade cronica, nao
provocou alteracBes significativas em parametros bioquimicos e na massa dos
6rgaos de ratos tratados com as NPs, nas concentracdes de 1, 10 e 100 mg kg por
peso corporeo. Nao foram observadas alteracdes comportamentais dos animais e
outros aspectos visuais, como perda de pelo, desta forma ndo demonstrando
caracteristicas toxicologicas, através desse nanomaterial quando empregado em
concentragdes iguais ou abaixo de 100 mg kg por um periodo de 31 dias.

Em relagcdo a distribuicdo de NP-La:Os, a partir da analise por ICP-MS,
ocorreu maior acumulo de La no figado, rim e coracdo. A relacdo da concentracdo
determinada nos 6rgéos, séo crescentes de acordo com 0 aumento da concentracao
de NP-La203 administrada, sendo assim, ocorreu absorcdo de La proveniente das
NP-La203. Em relacdo aos macro e microminerais, pode ser observado que orime o
figado foram os érgaos mais afetados na variacdo da concentracdo elementar.

Também foi mostrado que a LA-ICP-MS foi adequada para obtencdo das
bioimagens de distribuicdo espacial de La e outros elementos em figado de rato
tratado com 2000 mg kg? de NP-La:0s. Porém, para melhores conclusges, é
necessaria a obtencdo da bioimagem da distribuicdo dos elementos em figado de
rato controle, o que nao foi feito no presente trabalho.

O que mais pode ser considerado para avaliagao da interacdo de NPs com o
organismo in vivo, e que nao foi avaliado neste trabalho, € a solubilidade das NP-
La20O3 no organismo e assim identificar se o La distribuido nos orgéaos esta na forma

nanoparticulada ou idnica.
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ANEXO A - BIODISTRIBUICAO DE CALCIO APOS 31 DIAS DE EXPOSICAO DE
NPs-La203 (n = 3)
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ANEXO B - BIODISTRIBUICAO DE POTASSIO APOS 31 DIAS DE EXPOSICAO
DE NPs-La203 (n = 3)
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ANEXO C - BIODISTRIBUICAO DE MAGNESIO APOS 31 DIAS DE EXPOSICAO
DE NPs-La203 (n = 3)
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ANEXO D - BIODISTRIBUICAO DE FOSFORO APOS 31 DIAS DE EXPOSICAO
DE NPs-La203 (n = 3)
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ANEXO E - BIODISTRIBUICAO DE COBALTO APOS 31 DIAS DE EXPOSICAO
DE NPs-La;03 (n = 3)
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ANEXO F - BIODISTRIBUICAO DE COBRE APOS 31 DIAS DE EXPOSICAO DE
NPs-La203 (n = 3)
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ANEXO G - BIODISTRIBUICAO DE FERRO APOS 31 DIAS DE EXPOSICAO DE
NPs-La203 (n = 3)
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ANEXO H - BIODISTRIBUICAO DE MANGANES APOS 31 DIAS DE EXPOSICAO
DE NPs-La203 (n = 3)
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ANEXO | - BIODISTRIBUICAO DE MOLIBIDENIO APOS 31 DIAS DE EXPOSICAO
DE NPs-La;03 (n = 3)
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ANEXO J - BIODISTRIBUICAO DE SELENIO APOS 31 DIAS DE EXPOSICAO DE
NPs-La203 (n = 3)
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ANEXO L - BIODISTRIBUICAO DE ZINCO APOS 31 DIAS DE EXPOSICAO DE
NPs-La203 (n = 3)
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