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APRESENTAÇÃO 

 

De acordo com as normas vigentes no Regimento do Programa de Pós-Graduação em 

Ciências Farmacêuticas, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, a presente tese 

foi redigida na forma de encarte de publicações, sendo organizada da seguinte maneira: 

Introdução, Objetivos, Capítulos 1, 2 e 3 (Manuscritos aceitos e em fase de 

redação), Discussão, Conclusões e Perspectivas, Referências Bibliográficas e 

Anexos. 

 A Introdução apresenta o embasamento teórico com uma breve revisão da 

literatura e a justificativa para o desenvolvimento do trabalho. Os Materiais, 

Métodos e Resultados, assim como as Referências Bibliográficas específicas 

encontram-se em cada Manuscrito, denominados Capítulos 1, 2 e 3. 

 A seção Discussão contém uma interpretação geral dos resultados obtidos 

nos três manuscritos. 

 A seção Conclusões e Perspectivas aborda as conclusões gerais obtidas na 

tese e os próximos trabalhos a serem realizados. 

 A seção Referências Bibliográficas lista as referências utilizadas na 

Introdução e Discussão da tese. 

 A seção Anexo contém a aprovação do comitê de ética em pesquisa e o título 

dos trabalhos apresentados em congressos relacionados à tese. 
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RESUMO 
 

Nanopartículas poliméricas biodegradáveis têm recebido atenção como carreadores 
de fármacos ao longo dos últimos anos. Em muitos casos, a segurança destes 
nanocarreadores não foi demonstrada e pouco se sabe sobre a relação entre as 
suas características físico-químicas e suas propriedades toxicocinéticas e 
toxicodinâmicas. A nanotoxicologia está emergindo como uma especialidade 
importante da nanotecnologia e/ou toxicologia, e refere-se ao estudo da interação de 
nanoestruturas com sistemas biológicos. Nos últimos anos, a maioria das pesquisas 
foi centrada em estudos in vitro, entretanto, os resultados destes estudos necessitam 
também ser avaliados em experimentos in vivo para o avanço na utilização de 
nanocarreadores na área biomédica. Com  isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar 

a toxicidade de nanocápsulas de núcleo lipídico (LNC), de poli(-caprolactona), após 
administração intraperitoneal (i.p.) e intradérmica (i.d.) em ratos Wistar. Para a 
avaliação toxicológica aguda, foi administrada dose única em que se observaram 
sinais clínicos e fisiológicos, em ambas as vias. Após 14 dias, os animais foram 
eutanasiados e análises macroscópicas e histopatológicas foram realizadas. Além 
disso, sangue e urina foram coletados para análises laboratoriais e avaliação de 
funções teciduais. A avaliação toxicológica subcrônica foi procedida da mesma 
forma, exceto pela administração de doses repetidas diárias durante 28 dias. As 
suspensões de nanocápsulas foram preparadas pelo método de precipitação do 
polímero pré-formado, as quais apresentaram tamanho médio de partícula inferior a 
250 nm, índice de polidispersão (IPD) < 1, potencial zeta negativo e pH em torno de 
6,7. Os animais tratados pela via i.p. (n=6/grupo) receberam para avaliação da 
toxicidade aguda: solução salina ou polissorbato 80 (PS80) (12 ml/kg), utilizados 
como controles e diferentes doses de LNC (18,03, 36,06, e 72,12 × 1012 LNC/kg); no 
teste de toxicidade subcrônica foram utilizados os mesmos controles porém com 
doses de 3mL/kg e 6,01, 12,02 ou 18,03 × 1012 LNC/kg. Nos testes de toxicidade 
aguda, nos animais administrados pela via i.p., foi observada diminuição significativa 
de peso nos grupos tratados com LNC mesmo após 14 dias da administração 
(p<0,05). Entretanto no teste subcrônico esta alteração foi transitória, e ocorreu 
apenas no grupo que recebeu a maior dose até o quinto dia de administração 
(p<0,05). Houve aumento no peso relativo do baço nos animais que receberam a 
dose mais alta de LNC (p<0,05) no tratamento agudo. A análise histopatológica em 
ambos os tratamentos, demonstrou a presença de um granuloma de tipo corpo 
estranho no fígado e no baço dos animais que receberam a dose mais alta, 
provavelmente devido ao volume de LNC administrado. Não houve alteração nas 
análises bioquímicas de dano hepático, renal, dentre outros em todos os grupos 
tratados. Os dados hematológicos apresentaram uma leve alteração, entretanto foi 
demonstrada interferência metodológica, evidenciada por testes preliminares in vitro. 
Além disso, foram avaliados biomarcadores do estresse oxidativo (EO), marcadores 
inflamatórios e de genotoxicidade. Os resultados dos biomarcadores de oxidação de 
proteínas e lipídios não foram suficientes para iniciar um processo oxidativo, visto 
que não houve peroxidação lipídica. Ainda, não houve depleção de antioxidantes, 
dano ao DNA ou alteração nos marcadores inflamatórios. Nos ratos tratados pela via 
i.d., foi utilizada solução salina 1,2 ml/kg como grupo controle e uma dose de 7,2 × 
1012 LNC/kg de LNC, para um estudo preliminar agudo e solução salina ou PS 80 
(0,9ml/kg) e três doses de LNC (1,8, 3,6 ou 5,4 × 1012 LNC/kg) para avaliação da 
toxicidade subcrônica. No teste de toxicidade aguda, não houve alteração do peso 
corpóreo, entretanto no teste de toxicidade subcrônica houve uma diminuição 
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reversível do peso no grupo que recebeu PS80 (p<0,05). Os dados histopatológicos 
não apresentaram alteração. Não houve alteração nos parâmetros bioquímicos, 
exceto uma leve diminuição da atividade da butirilcolinesterase no grupo que 
recebeu a dose mais alta (p<0,05). Por outro lado, houve aumento nos leucócitos no 
grupo que recebeu LNC, no teste de toxicidade aguda e nos grupos que receberam 
PS 80 e 5,4 × 1012 LNC/kg (p<0,05) após doses repetidas. Em relação à avaliação 
sanguínea e tecidual dos biomarcadores do EO e dos marcadores inflamatórios, foi 
observada uma indução nos marcadores de oxidação de proteínas juntamente com 
uma indução enzimática nos ratos que receberam a dose mais alta, além de uma 
diminuição dos níveis do IL-10 nos grupos que receberam PS80 e a dose mais alta 
(p<0.05). Pode-se concluir que nas condições dos experimentos, tanto pela via i.p. 
quanto pela via i.d., não foram demonstrados danos teciduais, pois os achados 
laboratoriais foram condizentes com os achados histopatológicos. Além disso, os 
mecanismos de reparo foram suficientes para contrabalançar eventuais danos 
oxidativos ou inflamatórios. Assim, o presente trabalho contribui para futuras 
avaliações toxicológicas de nanocápsulas poliméricas, visto que foram realizadas 
avaliações agudas e subcrônicas sistemáticas, com marcadores de dano renal 
precoce e possíveis mecanismos de toxicidade envolvidos após administração por 
ambas as vias. O aumento na utilização destas nanocápsulas e as lacunas nas 
informações toxicológicas fazem com que desafios importantes devam ser 
superados para permitir sua incorporação segura. Com isso, estudos nesta linha 
podem embasar a avaliação da resposta tóxica e, consequentemente, levar ao 
estabelecimento de regulamentações para avaliação da toxicidade da maioria das 
nanopartículas poliméricas biodegradáveis utilizadas como carreadoras de fármacos. 
 

Palavras-chaves: nanotoxicologia, in vivo, poli(-caprolactona), nanocápsula de 
núcleo lipídico, intraperitoneal, intradérmica 
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ABSTRACT 

 
Biodegradable polymeric nanoparticles have received attention as drug carriers over 
the past years. In many cases, the safety of nanocarriers has not been demonstrated 
and little is known about the relationship of its physicochemical characteristics and 
their toxicokinetic and toxicodynamic properties. Nanotoxicology is emerging as an 
important field of nanotechnology and toxicology, and refers to the study of the 
interaction of nanostructures with biological systems. In recent years, most research 
has focused on in vitro studies; however, the results of these studies should also be 
evaluated trough in vivo experiments, in order to advance in biomedical application of 
nanocarriers. Thus, the objective of this study was to evaluate the toxicity of lipid-core 
nanocapsules (LNC), prepared with poly(ɛ-caprolactone), after intraperitoneal (i.p.) 
and intradermal (i.d.) administration in rats. For acute toxicological evaluation, it was 
administered a single dose, i.p. and i.d., clinical signs and physiological effects were 
observed. After 14 days, animals were euthanized and macroscopic and 
histopathological analyses were done. In addition, blood and urine were collected for 
laboratory analysis and evaluation of tissue functions. Subchronic toxicological 
evaluation was similar, except for the administration of repeated doses for 28 days. 
The suspension of nanocapsules were prepared by interfacial deposition of polymer, 
which had particle size less than 250 nm, polydispersity index (IPD) <1, negative zeta 
potential and pH around 6.7. Animals were treated via i.p. (N = 6/group), the doses 
used for acute toxicity test were: saline or polysorbate 80 (PS80) (12 ml/kg) as 
controls or three different doses of LNC (18.03, 36.06, e 72.12 × 1012 LNC/kg); for 
subchronic toxicity test, same controls were used but the doses were 3 ml/kg and 
6.01, 12.02 ou 18.03 × 1012 LNC/kg administered daily for 28 days. In acute toxicity 
test, with i.p. administration, groups treated with LNC presented a significant 
reduction in relative weight even after 14 days of administration (p<0.05); however in 
the subchronic test, this change was transient, and occurred only in the group 
receiving the highest dose until the fifth day of administration (p<0.05). There was an 
increase in relative weight of spleen in animals that received the highest dose of LNC 
(p<0.05) in acute treatment. Histopathological analysis in both the treatments, 
showed a granulomatous foreign body reaction in liver and spleen of animals 
receiving the highest dose, probably because the volume of LNC administered. There 
were no changes in biochemical parameters of liver or kidney damage, among all 
treated groups. Hematological data showed a slight change; however it was 
demonstrated an interference of the methodology, further evidenced by preliminary in 
vitro tests. Furthermore, we evaluated biomarkers of oxidative stress (OS), 
inflammatory and genotoxicity markers. The results of the oxidation of proteins and 
lipids biomarker were not sufficient to initiate an oxidative process, since no lipid 
peroxidation occurred. Still, no depletion of antioxidants, DNA damage or change in 
inflammatory markers was observed. In rats treated via i.d., saline was used as 
control (1.2 ml/kg) and a dose of 7.2 × 1012 LNC/kg of LNC to a preliminary acute 
study, and saline or PS 80 (0.9ml/kg) used as controls or three doses of LNC (1.8, 
3.6 ou 5.4 × 1012 LNC/kg) for subchronic toxicity evaluation. In acute toxicity test, 
there was no change in relative body weight, however, a decreased was found for 
the group receiving PS 80 in subchronic test (p <0.05). No histopathological 
alteration was found. Also, there was no change in biochemical parameters, except a 
slight decrease of butyrylcholinesterase activity in the group receiving the highest 
dose (p<0.05). Moreover, in acute toxicity test, it was found an increase in white 
blood cells in group receiving LNC; these increasing also occurred after repeated 
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dose test, in PS 80 and 5.4 × 1012 LNC/kg of LNC groups (p <0.05). Regarding blood 
and tissue biomarkers of OS and inflammatory markers, an induction in protein 
oxidation marker along with antioxidant induction in rats which received the highest 
dose were observed, also reduced levels of IL-10 in rats that received the higher 
dose and PS80 (p <0.05). It can be concluded that, under the experimental 
conditions, for i.p. and i.d. administration, tissue damage was not found, since 
laboratorial analysis results were consistent with histopathological findings. 
Furthermore, mechanisms of repair were sufficient to offset oxidative damage or 
inflammation.Thus, this study contributes to future toxicological evaluations of 
polymeric nanocapsules, since a systematic acute and subchronic evaluation with 
early renal damage markers and possible mechanisms of toxicity involved after ip 
and id routes were performed. The increase in the use of these nanocapsules and 
the gaps in toxicological information make important to overcome these challenges in 
order to allow its safe incorporation. Thus, studies in this line are important to 
evaluate toxic response, and lead to establishing rules for evaluating the toxicity of 
most biodegradable polymer nanoparticles used as carrier of drugs. 
 

Keywords: nanotoxicology, in vivo, poly(-caprolactone), lipid-core nanocapsule, 
intraperitoneal, intradermal 
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1.1 Nanotecnologia  

 

1.1.1 Aspectos Gerais 

 

A nanotecnologia, muitas vezes descrita como uma revolução tecnológica, 

combina alto investimento, rápido progresso científico e comercialização 

exponencialmente crescente, tendo assim um impacto significativo na sociedade nas 

últimas décadas (JAIN, 2005). As propriedades físico-químicas das nanopartículas 

(NPs) oferecem um potencial ilimitado de aplicações com benefícios que permitem 

melhorar a qualidade de vida e também ajudar no tratamento e na preservação do 

meio ambiente, visto que há uma enorme expansão da pesquisa nesse novo campo 

interdisciplinar que envolve biologia, física, química, engenharia, farmácia e 

medicina. Nesse sentido, pode-se mencionar o uso das NPs nas mais variadas 

áreas e produtos de consumo, como na fabricação de dispositivos eletrônicos, 

aditivos alimentares, produtos antibacterianos, engenharia de tecidos (LIU et al., 

2011), em produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes (MENARD, et al., 

2011), na medicina, no segmento de imagens em diagnósticos, também em 

pesquisas biológicas, como na detecção de biomoléculas em ensaios de DNA, 

imunoensaios e bioimagem celular (GARCIA, 2010; LIU, 2006), assim como 

sistemas carreadores de agentes terapêuticos que atuam na liberação de fármacos 

e genes (GUTERRES et al, 2007; BRIGGER et al., 2002, FARAJI e WIPF, 2009). 

Outra grande aplicação da nanotecnologia consiste nas novas formulações para o 

diagnóstico e tratamento do câncer, com o objetivo de aprimorar os métodos de 

detecção de tumores a aumentar a eficácia dos medicamentos utilizados atualmente 

(FERRARI, 2005).  

Dentre os inúmeros materiais nanoestruturados com grande potencial na área 

biomédica, as NPs têm tido destaque como sistemas carreadores de fármacos (LEE 

e WANG, 2006), pois apresentam uma série de vantagens que as tornam 

promissoras no desenvolvimento de nanomedicamentos, sendo inúmeros os 

benefícios potenciais para aplicação clínica (GUTERRES et al., 2007). Os sistemas 

carreadores nanoestruturados apresentam dimensões diferentes, e diferem entre si 

de acordo com a composição qualitativa e organização em nível molecular 

(COUVREUR et al., 2002).  
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O emprego das NPs como sistemas de liberação de fármacos (drug delivery 

systems) apresenta vantagens resultantes de duas das suas principais propriedades 

básicas: a) o tamanho reduzido, permitindo que penetrem através de pequenos 

capilares e que sejam capturadas por células, atravessando, portanto, certas 

barreiras biológicas, o que resulta em acúmulo no sítio alvo de ação; b) a 

versatilidade dos sistemas, nos quais diversos agentes terapêuticos podem ser 

encapsulados por diferentes mecanismos. Além disto, dependendo das condições 

de preparação (método e composição), sistemas com diferentes propriedades e 

características de liberação do fármaco podem ser desenvolvidos, inclusive 

permitindo sua cedência sustentada no sítio de ação, ou seja, as vantagens das 

aplicações destes sistemas vão desde a vetorização de fármacos a alvos 

específicos, após administração parenteral, até a veiculação de fármacos visando à 

administração oral, ocular ou tópica (GUTERRES et al., 2007). São relatados ainda 

por diminuir a toxicidade, permitindo novas possibilidades para utilização dos 

fármacos. Comparados à terapia convencional, podem carrear o fármaco 

diretamente nas células doentes e minimizar os danos às células saudáveis (CHEN 

et al., 2011). Como exemplos desses sistemas temos as nanopartículas poliméricas 

e os lipossomas, dentre outros (Figura 1) que estão sendo estudados para o 

tratamento de diversas doenças como câncer, inflamações e malária (KUMARI et al., 

2010). 

 

Figura 1. Diferentes tipos de nanopartículas utilizadas na pesquisa biomédica ou em drug delivery 

(Adaptado de FARAJI et al., 2009) 
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NPs poliméricas são colóides vesiculares ou matriciais contendo polímero 

como um domínio no sistema, com diâmetro abaixo de 1 µm, o qual varia 

dependendo dos constituintes da formulação, bem como dos métodos de síntese. 

Geralmente possuem diâmetros médios compreendidos entre 100 e 500 nm 

(SCHAFFAZICK et al., 2003). Dentre as NPs poliméricas, encontram-se as 

nanocápsulas, que são vesículas carreadoras de fármacos formadas por um 

invólucro polimérico disposto ao redor de um núcleo lipofílico; um novo tipo de 

nanocápsula, chamadas nanocápsulas de núcleo lipídico (LNC), que são vesículas 

estruturadas por uma dispersão de um lipídio sólido e um lipídio líquido envolvidos 

por uma parede polimérica (VENTURINI et al., 2011), e as nanosferas as quais 

possuem uma matriz polimérica na qual o fármaco fica retido ou adsorvido 

(SCHAFFAZICK et al., 2003).  

As aplicações das nanocápsulas poliméricas estão voltadas para polímeros 

biodegradáveis e biocompatíveis como ácido poli-D,L-lactídio-co-glicolídio (PLGA), 

ácido poliláctico (PLA), poli-є-caprolactona (PCL), entre outros (KUMARI et al., 

2010). O termo biodegradável significa que os polímeros sofrem degradação 

macromolecular com dispersão in vivo (WOODRUFF e HUTMACHER, 2010). A 

nanoescala biodegradável está sendo utilizada para obter um alto efeito com mínima 

toxicidade (GUTERRES et al., 2007). Vários estudos têm relatado a utilização de 

LNC formadas com poli (ɛ-caprolactona) (PCL) (Figura 2) com resultados 

promissores no âmbito de drug delivery (ALVES et al.,  2007, CATTANI  et  al.,  

2010, CRUZ  et  al.,  2006,  BERNARDI  et  al.,  2009, HAAS et al., 2009, FROZZA  

et  al., 2010, BERNARDI et al., 2012).  

Para a obtenção dos efeitos terapêuticos desejados, os sistemas carreadores 

devem ser minuciosamente planejados em relação às suas características físico-

químicas. As características físico-químicas das NPs, tais como hidrofobicidade, 

potencial de superfície, perfil de biodegradação, bem como as características do 

fármaco a ser associado, como solubilidade, massa molar, polaridade, etc, terão 

influência na organização em nível molecular dos sistemas, consequentemente 

influenciando o perfil farmacocinético/toxicocinético do fármaco (GUTERRES et al., 

2007; VAUTHIER e BOUCHEMAL, 2009).  

 



27 
 

 

Figura 2. Nanocápsula de núcleo lipídico estruturada por uma dispersão de um lipídio sólido 

(monoestearato de sorbitano - SM) e um lipídio líquido (triglicerídio de cadeia média - CCT) 

envolvidos por uma parede polimérica (Adaptado de VENTURINI et al., 2011)  

 

Dentre os polímeros utilizados, a PCL tem recebido grande atenção para 

utilização em drug delivery, pois se destaca devido a sua biocompatibilidade, 

biodegradabilidade e propriedades mecânicas. Além disso, é um polímero que 

apresenta degradação por hidrólise em condições fisiológicas, sendo mais lenta 

comparada a outros (GUTERRES et al., 2007). Tem sido utilizada também para 

outras finalidades, como por exemplo, em dispositivos implantáveis utilizados a 

longo prazo (KUMARI et al., 2010). Vários trabalhos têm demonstrado a importância 

do emprego deste polímero no desenvolvimento de sistemas carreadores de 

fármacos nanoparticulados (SOPPIMATH et al., 2001; LU e CHEN, 2004).  

Muitos métodos têm sido desenvolvidos para preparação de NPs. Estes 

métodos podem ser classificados em duas principais categorias levando em 

consideração se a formação das NPs requer uma reação de polimerização 

(polimerização in situ), ou se estas são formadas diretamente com um polímero pré-

formado (SCHAFFAZICK et al., 2003; JÄGER et al., 2009). As LNC são formadas 

por precipitação do polímero pré-formado, como ilustrado na Figura 3. 
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Figura 3.  Método empregado na preparação de nanocápsulas de núcleo lipídico, baseado na 

precipitação de polímeros pré-formados (Adaptado de VENTURINI et al., 2011). 

 

Existem diversos tipos de NPs, utilizadas na área biomédica, sendo estudadas 

quanto à sua toxicidade, dentre elas os nanotubos de carbono, dendrímeros, 

quantum dots, nanopartículas superparamagnéticas, dentre outras (Figura 4). Os 

dados disponíveis indicam que a toxicidade depende da composição dos 

nanomateriais e de suas propriedades, incluindo o tamanho das partículas, forma, 

superfície e solubilidade em fluidos biológicos, bem como a via de exposição 

(OBERDÖRSTER, 2005; KARLSSON, 2008; OSTIGUY, 2008; 2009; AITKEN, 2009), 

ou seja, dependendo do tipo de nanopartícula, as propriedades mudam e 

consequentemente sua toxicidade. 

Ao mesmo tempo em que pesquisas na área de nanotecnologia avançam, 

existe uma limitada, porém crescente, quantidade de dados disponíveis sobre a 

toxicidade de nanomateriais (OSTIGUY, 2008). Entretanto, NPs poliméricas 

biodegradáveis utilizadas como sistemas carreadores de fármacos, não têm sido 

estudadas quanto a sua possível toxicidade e/ou possível mecanismo de toxicidade, 

devido ao fato de que na forma bulk, estes polímeros além de não apresentarem 

toxicidade, são ditos biodegradáveis; entretanto, sabe-se que alterando o tamanho 

das partículas, alteram-se as propriedades físico-químicas e sua interação com o 

organismo (YILDIRIMER et al., 2011). Além disso, o fato de ser biodegradável não 
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significa que imediatamente após a degradação irá afastar-se do seu local de ação e 

ser removido do organismo (WOODRUFF e HUTMACHER, 2010). 

 

Figura 4. Tipos de nanopartículas utilizadas na área biomédica (Adaptado de YILDIRIMER et al., 

2011) 

 

O estudo toxicológico de uma substância química é uma etapa importante 

para o uso seguro na saúde humana. Além disso, os estudos toxicológicos pré-

clínicos têm o propósito de buscar informações sobre as concentrações de 

substâncias capazes de provocar efeitos tóxicos e identificar órgãos alvo suscetíveis 

a estes efeitos e consequentemente, a modificação desses produtos com o objetivo 

de melhorar a sua biocompatibilidade e minimizar seus efeitos tóxicos. A 

investigação sobre a segurança da nanotecnologia deve ser multidisciplinar e nesta 

linha, a nanotoxicologia é considerada uma subárea emergente e importante dentro 

desta ciência (OBERDÖSTER et al., 2007). 

Estudos da toxicidade de NPs biodegradáveis são importantes não só para 

avaliação dos materiais nanoestruturados, mas para garantir a segurança de 

formulações de alta tecnologia, preparadas com materiais biodegradáveis permitidos 
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pela legislação vigente para uso na forma bulk ou em solução, mas que ainda 

devem ser reavaliados quando nanoestruturados, principalmente quanto ao uso 

prolongado. 

 

 

1.2 Nanotoxicologia 

 
1.2.1 Apectos Gerais 

 

Há muitos anos é reconhecido que a forma física de materiais pode mediar 

sua toxicidade. Nos últimos 20 anos de pesquisas na área da toxicologia, foram 

sugeridas associações complexas e não reconhecidas entre as características físico-

químicas de materiais em nanoescala e interações biológicas (MAYNARD et al., 

2011).  

Além disso, com o rápido crescimento na área da nanotecnologia e a 

produção crescente de nanomaterias complexos, torna-se cada vez mais importante 

entender como a forma física e a composição química destes materiais interagem 

sinergicamente para determinação da sua toxicidade. Como resultado disso, a 

nanotoxicologia, considerada uma subárea emergente e importante dentro da 

toxicologia e da nanotecnologia, deve ser multidisciplinar, e estudos de possíveis 

induções nas respostas toxicológicas resultantes das interações entre as 

nanoestruturas e os sistemas biológicos precisam ser investigados (DONALDSON et 

al., 2004, FISCHER e CHAN, 2007).  

Outro aspecto importante é a nanotecnologia depender, em parte, da 

exploração das propriedades específicas que os nanomateriais possuem. Pelo fato 

de serem sintetizados à nanoescala, apresentam propriedades físico-químicas 

únicas que podem interferir e/ou reproduzir desafios no uso das avaliações 

toxicológicas clássicas. Estas propriedades físico-químicas únicas das NPs são 

também as que lhes conferem uma atividade biológica peculiar que, de certo modo, 

depende do seu tamanho. Essa diferente atividade biológica está relacionada a 

aspectos inerentes à sua capacidade de transpor as barreiras fisiológicas, à sua 

enorme reatividade química relacionada com a grande área superficial que 

apresentam em relação ao seu tamanho reduzido, etc  (FARIA, 2010). Com isto, 

requerem uma maior caracterização de fatores como tamanho, forma, área de 
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superfície, solubilidade, aglomeração, pureza, que outros compostos químicos. 

Outras características como capacidade de adsorção, propriedades ópticas e 

aumento da atividade catalítica podem também influenciar os resultados de muitos 

estudos in vitro (DHAWAN e SHARMA, 2010). Portanto, a caracterização física e 

química das NPs representa um passo importante nos estudos toxicológicos e 

ecotoxicológicos (Figura 5), no sentido de avaliar corretamente os seus efeitos 

tóxicos, identificar as suas possíveis vias de exposição e prever os riscos 

relacionados com a sua síntese e utilização (MONTEIRO-RIVIERE, 2007) 

 

Figura 5. Relação das propriedades físico-químicas e as respostas in vivo. Cada propriedade da 

nanoestrutura pode influenciar na resposta biológica. Estudos devem caracterizar propriamente as 

nanoestruturas para correta interpretação dos resultados biológicos, visto que estão correlacionados. 

(Adaptado de FISCHER e CHAN, 2007) 
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OBERDÖRSTER e colaboradores (2005) deram os primeiros passos 

direcionados para a concepção de uma estratégia de avaliação toxicológica dos 

nanomateriais. Identificaram características das NPs que devem ser consideradas 

quando se pretende avaliar a sua toxicidade, tais como o seu tamanho, forma, área 

superficial, revestimentos, estrutura cristalina, entre outras. Contudo, as técnicas de 

avaliação das características físico-químicas das NPs não podem ser determinadas 

por técnicas utilizadas para a caracterização dos materiais de maior tamanho, nem 

com as  técnicas de rotina aplicadas nos laboratórios (OBERDÖRSTER et al., 2005), 

dificultando assim, que haja uma caracterização detalhada de grande parte das 

nanoestruturas estudadas. 

POWERS e colaboradores (2007) também abordaram a importância do 

entendimento prévio das características físico-químicas dos nanomateriais como 

parte essencial para se avaliar o potencial tóxico destes materiais em sistemas 

biológicos, incluindo medidas de tamanho e distribuição de tamanho, características 

morfológicas e químicas de superfície. Os autores sugerem regras fundamentais 

para o sucesso destes estudos, tais como: a) o emprego de amostras 

representativas; b) a medida do tamanho e distribuição de tamanho no estado mais 

disperso; c) a escolha da propriedade física mais adequada para cada tipo de 

caracterização; d) a análise do número de partículas; e) a caracterização das 

partículas, quando possível, nos meios biológicos, como por exemplo, nos meios 

utilizados nas culturas celulares ou no mínimo, em iguais condições de pH e força 

iônica (POWERS et al., 2007). 

Para o contínuo progresso da nanotecnologia é necessário o uso racional por 

meio da análise toxicológica dos materiais que estão sendo empregados. Isso 

conduz alguns países a publicarem inventários, disponíveis online, dos produtos 

consumidos com base em nanotecnologia, ressaltando dificuldades no 

reconhecimento (PEN, 2011). Além disso, o crescimento exponencial que a 

nanociência têm tido nos últimos anos, mobilizou a atenção do público, de entidades 

reguladoras e de toda a comunidade científica, para a necessidade de avaliar os 

riscos que os nanomateriais podem representar, tanto para o homem como para o 

ambiente, dado que a sua produção, quer à escala laboratorial quer à escala 

industrial, é cada vez maior. Nesta perspectiva, DONALDSON e colaboradores 
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(2004), propuseram este novo conceito na área da toxicologia, a ideia de que as 

NPs comportam-se de maneira diferente dos materiais da mesma composição 

química mas de maiores dimensões, sugerindo a criação desta nova área 

(DONALDSON et al., 2004, MAYNARD et al., 2011).  

 

1.2.2 Avaliação nanotoxicológica  

 

Atualmente, a maior parte das avaliações toxicológicas de NPs disponíveis na 

literatura científica está baseada em técnicas in vitro, demonstrando uma deficiência 

de avaliações toxicológicas in vivo, principalmente com exposição prolongada. Além 

disso, os poucos estudos in vivo não apresentam, em sua maior parte, diferentes 

vias de administração, comparação entre vias ou utilização de vias alternativas 

(OSTROWSKI et al., 2009). Estes aspectos demonstram a necessidade de se 

conduzir estudos nessa área, fundamentais para fornecer subsídios para melhorar a 

aceitação pública dos produtos nanotecnológicos, permitindo ampliar a percepção 

pública da nanotecnologia. A importância do desenvolvimento e adaptação de 

métodos de avaliação da toxicidade de nanoprodutos também está relacionada com 

o equacionamento dos aspectos regulatórios que propiciarão a aprovação de 

produtos seguros para o mercado. 

A escassez de informações e regulamentações a respeito da avaliação 

toxicológica de nanomateriais expõe a necessidade de pesquisa nesta área. Alguns 

países têm adaptado protocolos estabelecidos, bem como realizado recomendações 

no âmbito da nanotoxicologia, entretanto existem divergências de informações e 

dificuldade em generalizar tais estudos devido à diferença entre os diversos 

nanomateriais avaliados. Além disso, existe prioridade em se avaliar materiais 

nanoestruturados, os quais, em sua forma bulk, apresentem toxicidade, como no 

caso dos nanotubos de carbono, óxidos metálicos, fulerenos, dentre outros (OECD, 

2010). Entretanto, os materiais que já foram demonstrados seguros em 

medicamentos convencionais, deveriam ser mais estudados para sua rápida 

utilização como nanocarreadores. Além disso, materiais biodegradáveis são 

preferidos em relação a materiais bioresistentes, por possuírem melhor eliminação 

do corpo, evitando riscos de acumulação e toxicidade a longo prazo.  
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Para que um novo fármaco seja liberado para uso assistencial são exigidos 

inúmeros estudos toxicológicos que geram as informações necessárias para 

comprovar a sua segurança e eficácia (ICH, 1996). Esta avaliação torna-se relevante 

quando novos biomateriais ou NPs são avaliadas. Neste contexto, a maioria dos 

estudos nanotoxicológicos tem como objetivo avaliar amplamente a toxicidade 

destes nanomateriais, através, principalmente, de estudos in vivo e in vitro, para que 

os compostos com maior probabilidade de sucesso em estudos pré-clínicos, devido 

à alta segurança, tolerância ou toxicidade reduzida, sejam identificados rapidamente. 

A pesquisa com novos fármacos tem sido um dos grandes fatores motivadores 

para a regulamentação das atividades de pesquisa envolvendo seres humanos e 

animais. Estes estudos podem ser classificados em duas etapas: pré-clinica e 

clínica, sendo a primeira realizada em modelos celulares e animais e a segunda em 

seres humanos (GOLDIM, 2007). Estudos toxicológicos pré-clínicos têm o propósito 

de buscar informações sobre as concentrações de substâncias capazes de provocar 

efeitos tóxicos e identificar órgãos alvo suscetíveis a estes efeitos, e 

complementarmente o mecanismo de ação envolvido. Com base nestes estudos é 

possível realizar modificações destes produtos com o objetivo de melhorar sua 

biocompatibilidade e minimizar seus efeitos tóxicos. Segundo LEHR et al. (2011), a 

partir das inúmeras possibilidades que o nanoencapsulamento de fármacos pode 

oferecer, é fundamental que se tenha a garantia da segurança destas formulações, 

que precisa ser demonstrada o quanto antes, especialmente por estudos pré-clínicos 

(in vivo), seguidos, finalmente, por estudos clínicos (LEHR et al., 2011). 

Testes de segurança pré-clínica devem considerar: (1) seleção de espécies 

animais relevantes, (2) idade, (3) estado fisiológico, (4) a forma de administração, 

incluindo a dose, a via de administração (preferencialmente mais de uma, ou a que 

será utilizada posteriormente), e o regime de tratamento, e (5) estabilidade do 

material de teste sob as condições de utilização. Além disso, a avaliação 

toxicológica pré-clínica de um novo fármaco pode ser subdividida em quatro 

estágios, de acordo com o tempo de exposição: toxicidade aguda, subaguda, 

subcrônica e crônica (KLAASSEN,  2001). A duração dos estudos pré-clínicos de 

cada composto deve estar relacionada ao período previsto para o seu uso 

terapêutico. Segundo a WHO (1993), os testes de toxicidade pré-clínica seguem 
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padrões comumente utilizados por diversos países, podendo variar de acordo com 

regulamentações individuais. 

 Um aspecto importante, principalmente nas fases pré-clínicas de 

desenvolvimento de nanofármacos, é a falta de orientação das agências reguladoras 

para que um conjunto de avaliações in vivo e in vitro seja realizado a fim de que os 

produtos  progridam a partir de testes pré-clínicos para testes clínicos. Estudos in 

vivo avaliam o  organismo como um todo, em que nanofármacos são carreados por 

um ou mais mecanismos dependendo da via de administração: inalatória, dérmica, 

ingestão ou injeção. Através de uma variedade de técnicas, avaliações in vivo 

incluem a determinação fisiológica da localização e da concentração do material em 

questão nos tecidos, taxa de excreção, avaliação macroscópica do tecido e 

toxicidade sistêmica em geral. Por outro lado, avaliações in vitro são compostas por 

estudos com células, tanto isoladas de animais quanto por linhagens celulares, em 

cultura de células. Em geral, o uso de células primárias (isoladas diretamente dos 

animais) proporcionam resultados mais realísticos da toxicidade, devido  às 

linhagens celulares imortalizadas transformarem-se com o tempo; porém, o uso 

destas células é difundido, principalmente pela redução no uso de animais 

(MAURER-JONES E HAYNES, 2012). Existe uma abundância de testes in vitro, 

muitos deles permitem que os pesquisadores comprovem o mecanismo de interação 

das NPs com as células, além de serem testes rápidos, baratos e fáceis de serem 

executados pelo alto rendimento celular (MARQUIS et al., 2009). No entanto, tanto 

testes in vivo quanto testes in vitro possuem limitações (custo e escolha da dose, 

respectivamente), porém ambos fornecem informações necessárias e 

complementares a respeito da ação de  NPs terapêuticas formando diretrizes a 

serem informadas aos órgãos de fiscalização otimizando com isso, o progresso 

tecnológico. Enquanto o debate continua controverso sobre a necessidade de um 

novo regulamento ou de apenas uma regulamentação adicional aos existentes, 

torna-se necessário para a nanotecnologia  que ocorra  fiscalização, a qual irá 

fornecer orientações claras aos cientistas de qual direção seguir em estudos pré-

clínicos e quais tipos de testes de toxicidade e modelos de sistemas permitirão um 

desenvolvimento rápido e seguro destes produtos (MAURER-JONES et al. 2009) e 

pesquisas nesta área fornecem subsídios para este progresso. 
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1.2.3 Toxicidade de nanopartículas carreadoras de fármacos 

 

Nanopartículas carreadoras de fármacos podem ser sintetizadas a partir de 

uma ampla gama de precursores, incluindo materiais de carbono, polímeros, metais, 

dentre outros; podem ser compostos por um único elemento ou misturas de 

elementos e moléculas (OSTIGUY, 2007; AITKEN, 2009). Como citado 

anteriormente, tem sido alvo de interesse científico, pois possuem novas 

propriedades e características quando comparados às partículas de maiores 

dimensões com a mesma composição, incluindo maior área de superfície e maior 

reatividade química (STERN e MCNEIL, 2008).  

No entanto, os nanocarreadores ditos “convencionais” (de superfície não 

modificada), que possuem superfícies mais ou menos hidrofóbicas, são 

reconhecidos como corpos estranhos. Consequentemente, têm como destino usual 

as células do sistema fagocitário mononuclear (células de Kupffer do fígado, 

macrófagos do baço, medula óssea, pulmão, nódulos linfáticos) por captura 

(“uptake”), após a opsonização (adsorção) por proteínas plasmáticas (opsoninas), 

sendo, portanto, rapidamente retirados da circulação. Para alterar este destino, 

modificações na superfície das estruturas devem ser feitas, gerando as chamadas 

nanopartículas furtivas (Stealth®) ou de longa circulação, as quais não sofrem 

opsonização e, por consequência, não são reconhecidas pelos macrófagos. Desta 

forma, as partículas carreadoras de fármacos podem circular na corrente sanguínea 

por um maior período de tempo, ao contrário dos sistemas convencionais, podendo 

acumular-se em outros alvos terapêuticos que não os macrófagos do sistema 

retículo endotelial, como por exemplo, em tumores sólidos (SCHAFFAZICK et al., 

2006; GUTERRES et al., 2007). 

A toxicidade de NPs envolve sistemas fisiopatológicos, físico-químicos e 

moleculares. Um fator importante considerando a toxicidade de NPs é a via de 

administração, como citado anteriormente. Há exposição através de várias vias 

como inalatória, digestiva, dérmica, parenteral, dentre outras, resultando em 

diferentes barreiras biológicas que devem ser consideradas. A Figura 6 demonstra 

as vantagens e desvantagens de cada uma destas vias (YILDIRIMER et al., 2011). 

Exposições através da pele, do trato respiratório, do trato gastrintestinal e dos vasos 

linfáticos têm sido descritos para NPs contendo metais, nanotubos de carbono, 
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dentre outras. Sabe-se que podem induzir citotoxicidade e/ou genotoxicidade. Por 

outro lado, sua antigenicidade ainda não está bem compreendida. Além disto, elas 

podem alterar as propriedades físico-químicas dos fármacos resultando em 

mudanças na estabilidade, solubilidade e disponibilidade farmacocinética (EL-

ANSARY e AL-DAIHAN, 2009).  

Após administração em animais, uma vez no corpo, NPs em geral, podem ser 

absorvidas, atravessar membranas e circular na corrente sanguínea e sistema 

linfático. Algumas translocam dos pulmões e do trato gastrintestinal para outros 

órgãos incluindo o cérebro, fígado e coração (OSTIGUY, 2008; STERN e MCNEIL, 

2008). Dependendo da via de administração, podem também ser transportadas ao 

longo dos nervos por transporte axonal para estruturas ganglionares e para o 

sistema nervoso central (OBERDÖRSTER et al., 2005). Proteínas podem revestir a 

superfície das NPs alterando a maneira como interagem com as células, além de 

alterar a função das proteínas adsorvidas (EL-ANSARY e AL-DAIHAN, 2009). Em 

um estudo de revisão realizado por VEGA-VILLA e colaboradores (2008), em que 

pesquisaram a toxicidade de nanocarreadores orgânicos e inorgânicos, foi relatado 

que após administração intraperitoneal, NPs atravessaram a membrana 

transplacentária ou a cavidade peritoneal no útero, afetando o desenvolvimento 

craniano dos embriões e ocasionando a morte de alguns deles (VEGA-VILLA et al., 

2008). Além disto, foi relatado que após exposição oral, alguns tipos de NPs foram 

distribuídos pelo fígado, baço, pulmões, cérebro e trato gastrointestinal (GI) e ainda, 

cólon, medula óssea e vasos linfáticos após administração intravenosa (HAGENS et 

al., 2007). A distribuição é seguida por uma rápida depuração sistêmica, predomi-

nantemente pela ação dos macrófagos, do fígado e do baço; no entanto, podem se 

acumular no fígado durante o metabolismo de primeira passagem (OBERDÖRSTER 

et al., 2005).  
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Figura 6. Vantagens e desvantagens das principais vias de administração de nanopartículas 

(YILDIRIMER et al., 2011)  

 

Segundo METCALFE e colaboradores (2008) uma vez que penetram nos 

tecidos ou são transportadas pelas membranas, a toxicidade das NPs de uma 

maneira geral, pode ocorrer por uma ou pela combinação de vários mecanismos. O 

comportamento das nanoestruturas pode ser resumido da seguinte forma: (1) 

nanoestruturas podem entrar no corpo através de seis vias: intravenosa, inalação, 

por via cutânea, subcutânea, intraperitoneal e oral (RAYMAN-RASMUSSEN et al., 

2007); (2) a absorção pode ocorrer quando houver interação com componentes 

biológicos (ou seja, proteínas, células); (3) logo, podem se distribuir para vários 

órgãos no corpo, podendo permanecer a mesma estrutura, ser modificada, ou 

biotransformada (BORM et al., 2006); (4) podem entrar nas células dos órgãos, 

residir nas células por tempo indeterminado, para se deslocar para outros órgãos ou 

ser excretada (EL-ANSARY e AL-DAIHAN, 2009). Devido à escassez de estudos 
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envolvendo nanocápsulas ou até mesmo NPs poliméricas, a maioria dos estudos 

citados são com nanocarreadores diversos, como dendrímeros, lipossomas, 

nanoesferas, dentre outras NPs utilizadas como nanocarreadoras de fármacos. 

Segundo DONALDSON e colaboradores (2004), NPs têm maior potencial 

para percorrer o organismo do que outros materiais ou partículas maiores. As 

diversas interações desses materiais com células, fluídos e tecidos devem ser 

considerados a partir do local de entrada e através de uma série de vias possíveis 

para órgãos-alvo. O potencial para resposta biológica significativa em cada um 

desses sítios exige investigação (DONALDSON et al., 2004). Além disso, atividade 

biológica aumentada pode ser positiva ou desejável (por exemplo, atividade 

antioxidante, capacidade de transporte para fins terapêuticos, penetração na barreira 

hematoencefálica, na parede do estômago ou nos poros de um tumor, dispersos por 

todo o corpo incluindo a entrada no sistema nervoso central), ou efeitos indesejáveis 

e toxicidade (por exemplo, indução de estresse oxidativo, dano tecidual ou disfunção 

celular) ou uma mistura de ambas (OBERDÖRSTER et al., 2005).  

Mecanismos identificados para a toxicidade dos nanomateriais incluem 

genotoxicidade, estresse oxidativo, processos inflamatórios, disfunção celular, 

dentre outros (AITKEN, 2009). Pesquisas têm demonstrado que diferentes 

nanomateriais podem danificar membranas por vários mecanismos (Figura 7) 

levando ao comprometimento da integridade e estabilidade da membrana 

(ELSAESSER e HOWARD, 2012). 
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Figura 7. Possíveis mecanismos toxicológicos de nanopartículas (Adaptado de ELSAESSER e 

HOWARD, 2012) 

 

A toxicodinâmica de muitos xenobióticos está relacionada com o aumento de 

dano oxidativo, devido ao aumento da formação de oxidantes e/ou a depleção de 

antioxidantes no organismo. Dentre os danos oxidativos pode ocorrer modificação 

de proteínas e/ou enzimas, com perda de função biológica, peroxidação lipídica, que 

aumenta a perda da integridade de membranas celulares e, ainda dano ao DNA, 

sendo que, em todas as situações, há como consequência danos teciduais (AMES 

et al., 1993; SIES, 1995). A compreensão de possíveis mecanismos de toxicidade 

induzidos pelas NPs depende de diversos fatores, dentre eles a via de exposição, a 

dose, e as propriedades físico-químicas destas nanoestruturas. Como citado 

anteriormente, estas particularidades irão interferir diretamente no seu 

comportamento in vivo, e na sua relação com o sistema biológico (DONALDSON et 

al., 2009). Evidências de alteração mitocondrial e oxidativa após endocitose das 

nanopartículas foram relatadas, e sugeriu-se ser devido ao pequeno tamanho destas 

partículas, podendo agir como haptenos para modificar as estruturas de proteínas, 
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quer alterando sua função, quer tornando-as antigênicas, e assim elevar seu 

potencial para efeitos autoimunes (KLIMUK et al., 2000). 

O dano oxidativo causado pelos radicais livres gerados pela interação das 

partículas com células pode resultar em morte celular. Nanomateriais podem atuar 

induzindo resposta inflamatória, e/ou acarretar estresse oxidativo, como por 

exemplo,  por depleção de sistemas de defesa antioxidante como superóxido 

dismutase, catalase, glutationa peroxidase, glutationa reduzida, tiorredoxinas, 

metalotioneínas, entre outros (BHATT e TRIPATHI, 2011). Entretanto estudos dos 

possíveis mecanismos de toxicidade de nanopartículas poliméricas biodegradáveis 

são escassos. A Figura 8 demonstra algumas alterações resultantes da exposição a 

nanopartículas utilizadas na terapêutica. Além disso, existem poucos estudos a 

respeito da genotoxicidade destas nanopartículas. DONALDSON e colaboradores 

(2009) relataram o potencial genotóxico de nanotubos de carbono, além de doenças 

autoimunes relacionadas com a exposição a nanomateriais (DONALDSON et al., 

2009).  

 

Figura 8. Toxicidade nos diferentes sistemas biológicos. Adaptado de EL-ANSARY e AL-DAIHAN, 

2009. (NP: nanopartículas; ROS: espécies reativas de oxigênio; GSH: glutationa reduzida; LDH: 

lactato desidrogenase) 
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1.2.4 Avaliação toxicológica in vivo e in vitro de NPs poliméricas 

 

Na maioria das vezes, em estudos de avaliação toxicológica, são realizados 

estudos in vitro de citotoxicidade e genotoxicidade, funcionando como um screening 

para as análises in vivo (STONE et al., 2009).  Entretanto, existem relatos da 

importância de estudos in vivo previamente a estudos in vitro, em se tratando de 

análises nanotoxicológicas, isto se deve, em parte, a interferências metodológicas 

encontradas em testes in vitro, bem como a ausência de correlação entre estudos in 

vitro/in vivo. 

Recentes revisões têm focado nos desafios, questionamentos e pesquisas 

necessárias para avaliar a toxicidade de nanomateriais (YOKEL e MACPHAIL, 2011; 

DHAWAN e SHARMA, 2010). A comparação entre os resultados de estudos in vitro 

com os correspondentes testes in vivo é importante para estabelecer a melhor 

correlação entre as informações toxicológicas (FISCHER e CHAN, 2007). Porém, em 

análises nanotoxicológicas, uma vez que órgãos e células específicas são 

identificados, estudos complementares in vitro são realizados. Atualmente, a maioria 

dos estudos nesta área utilizam modelos de culturas de células, em que os 

resultados podem ser considerados apenas como exploratórios, visto que o 

comportamento in vivo muitas vezes é diferente. Devido a isso, estudos in vitro de 

toxicidade de nanopartículas devem ser complementares aos estudos in vivo, como 

ilustrado na Figura 9 (FISCHER e CHAN, 2007). 

As análises in vivo são compostas por testes toxicológicos agudos, 

subcrônicos e crônicos, em modelos animais, avaliando a histopatologia bem como 

as respostas toxicológicas teciduais como imunogenicidade, carcinogenicidade, e 

respostas inflamatórias. Para proceder a essas análises é importante seguir 

protocolos, com critérios previamente estabelecidos, o que nem sempre é 

observado. A Organization for Economic Co-operation and Development (OECD), 

por exemplo, é uma instituição que comumente estabelece e valida os estudos de 

toxicidade.  
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Figura 9. Progressão de estudos de avaliação toxicológica de nanopartículas. Após órgãos-alvo 

serem identificados em estudos in vivo, estudos in vitro podem ser conduzidos (Adaptado de 

FISCHER e CHAN, 2007) 

 

Na escala nano há poucas avaliações sobre a toxicidade in vivo de 

nanopartículas poliméricas biodegradáveis e geralmente, são estudos com 

associação a um fármaco e não da nanocápsula, ou da formulação em si. HUANG e 

colaboradores (2010) verificaram a toxicidade aguda e a genotoxicidade de 

nanopartículas de um copolímero de poli--caprolactona–polietilenoglicol-poli--

caprolactona, com aproximadamente 40 nm, após múltiplas administrações pela via 

intravenosa em ratos, até atingir uma concentração de 2.4g/kg. Nos testes de 

toxicidade aguda não foram observadas alterações patológicas em diversos órgãos, 

não ocorreram efeitos adversos, efeitos mutagênicos ou aberrações cromossômicas. 

Entretanto, mais estudos que demonstrem os limiares de toxicidade desses 

materiais são necessários. Nanopartículas de PLGA e copolímeros de 

monometóxi(polietilenoglicol)-PLGA também foram estudados por HE e 

colaboradores (2009), os quais relataram que mesmo em altas concentrações, o 

PLGA e o copolímero não causaram severidade grave em células ovarianas de 
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hamsters Chineses. O PLGA é hidrolisado em meio ácido produzindo monômeros 

biodegradáveis como lactato e ácido glicólico, esses produtos são metabolizados no 

ciclo do ácido cítrico. Foi relatada a citotoxicidade de nanoesferas e microesferas de 

PLA em relação à endocitose de partículas, com diferentes teores de polietilenoglicol 

utilizando osteoblastos de ratos, as quais não causaram citotoxicidade. Além disso, 

as células apresentavam morfologia normal. No grupo das microesferas foi 

demonstrado que o tamanho pode influenciar na formação de agregados que 

dificultam a absorção (WANG et al., 2010).   

Além disso, a nanopartícula em si pode não produzir toxicidade, porém deve-

se ter cuidado ao avaliar a formulação que está sendo utilizada. Tensoativos de alta 

hidrofilia são empregados para evitar a aglomeração como laurilsulfato de sódio 

(aniônico), sais de amônio quaternário (catiônicos) ou, mais frequentemente 

polissorbatos (PS80; PS20) e poloxamers (GUTERRES et al., 2007). Liu e 

colaboradores (2010) testaram nanopartículas de PLA-PEG sem PS80 in vitro 

observando diminuição da toxicidade, que por causa da baixa solubilidade em água 

utilizava altas concentrações do estabilizante. MAUPAS e colaboradores (2011), 

avaliaram a citotoxicidade de nanocápsulas lipídicas (NC), utilizadas como skin drug 

delivery, as quais foram tensoativas-dependentes em células HaCaT. Foram 

utilizados tensoativos não-iônicos, incluindo o PS80, e a toxicidade in vitro das NC 

foi tensoativo-dependente. Eles concluíram que as NC foram adequadas como 

transportador para delivery cutâneo no entanto, a toxicidade pode variar 

dependendo do tensoativo utilizado para a preparação (MAUPAS et al., 2011). 

Em geral, os polímeros biorreabsorvíveis são bem tolerados pelos tecidos 

vivos. A PCL apresenta degradação mais lenta que os ácidos polilácticos, são 

hidrolisadas a 6-hidroxil-capróico que também é metabolizado no ciclo (KUMARI et 

al., 2010). Se o orgão envolvido na eliminação dos subprodutos tiver capacidade 

baixa de eliminação, pode ocorrer distúrbios locais temporários como acidificação. 

Os ácidos biorreabsorvíveis podem, então, contribuir para um desencadeamento de 

respostas inflamatórias. Em altas doses e na forma bulk, microsferas de PCL de 100 

a 500µm injetadas em ratos Wistar resultaram na ativação de neutrófilos. Esta 

ativação fez com que ocorresse a liberação de quimiostáticos aumentando o número 

de neutrófilos e levando a inflamação. A fagocitose das microesferas poliméricas por 

células sanguíneas foi o principal mecanismo de depuração (WOODRUFF e 
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HUTMACHER, 2010). Entretanto estudos com nanoesferas ou nanopartículas são 

escassos. 

No presente estudo, foi avaliada a toxicidade in vivo de nanocápsulas de 

núcleo lipídico, cujo polímero é a poli(-caprolactona). Além de existirem poucos 

estudos relacionados à toxicidade de NPs poliméricas biodegradáveis, a maioria 

trata-se de estudos in vitro cujos resultados não podem ser considerados totalmente 

fidedignos devido às diferenças entre o comportamento destas NPs in vitro e in vivo; 

ainda, em sua maioria, são estudos utilizando outros polímeros biodegradáveis, 

como citado anteriormente; e a via de administração, na maioria das vezes, é a 

inalatória (VALLE et al., 2008; YOKSAN e CHIRACHANCHAI, 2008). A importância 

em se estudar a toxicidade destes sistemas carreadores de fármacos é devido a 

resultados promissores no âmbito de drug delivery, utilizando estas LNC formadas 

com poli (ɛ-caprolactona) e estabilizadas por polissorbato 80 (PS80), demonstrando 

um grande avanço na obtenção de nanoformulações no combate de glioblastomas 

contendo anti-inflamatórios (BERNARDI et al., 2008; BERNARDI et al., 2009), 

encapsulando antiparasitários visando o tratamento da malária (HAAS et al., 2009), 

e antioxidantes como o resveratrol (FROZZA et al., 2010), dentre outros.  

Além disso, existe uma necessidade urgente de desenvolver metodologias que 

possam determinar a toxicidade de forma rápida, precisa e eficiente, com o intuito de 

avaliar e compreender o potencial efeito tóxico destes materiais emergentes (HU et 

al, 2009). Ainda, para desenvolver ensaios que permitam avaliar a toxicidade das 

NPs é importante padronizar estas metodologias, caracterizar devidamente as NPs 

do ponto de vista físico-químico e avaliar quais destas características são mais 

determinantes para a sua toxicidade. É também imprescindível desenhar testes 

novos ou adaptar os testes já existentes, no sentido de minimizar os erros cometidos 

na avaliação da toxicidade dos nanomateriais (MARQUIS et al., 2009). 

Em vista disto, o objetivo do presente estudo foi investigar os possíveis efeitos 

tóxicos das formulações de LCN, após exposições aguda e subcrônica pelas vias 

intraperitoneal e intradérmica, em modelo animal. Estudos toxicológicos pré-clínicos 

e o estabelecimento de protocolos e recomendações para avaliar a toxicidade de 

nanomateriais poliméricos biodegradáveis são fundamentais para a sua futura 

utilização em humanos.  
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2. OBJETIVOS 
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2.1. Objetivo geral 

Avaliar os efeitos toxicológicos sistêmicos após exposições aguda e 

subcrônica a nanocápsulas de núcleo lipídico pelas vias intraperitoneal e 

intradérmica em ratos 

 

 

2.2. Objetivos específicos 

 Avaliar possível hepatotoxicidade, através de marcadores de dano hepático, 

após exposições agudas e subcrônicas a estas LNC, por ambas as vias de 

administração; 

 Avaliar possível nefrotoxicidade, através de quantificações de marcadores de 

dano renal precoce, após exposições agudas e subcrônicas a estas LNC, por 

ambas as vias de administração; 

 Avaliar alterações hematológicas após exposições agudas e subcrônicas a estas 

LNC, por ambas as vias de administração; 

 Quantificar outros parâmetros laboratoriais para complementar a avaliação da 

toxicidade sistêmica após administração de LNC; 

 Investigar possíveis mecanismos que possam ser induzidos pela administração 

subcrônica destas LNC através da quantificação de biomarcadores do estresse 

oxidativo, marcadores inflamatórios e ensaio cometa (potencial genotóxico). 
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3. CAPÍTULO 1  

“Acute and Subchronic Toxicity Evaluation of Lipid-Core Nanocapsules in 

Intraperitoneously Exposed Rats” 

 Artigo publicado na revista Toxicological Sciences doi: 10.1093/toxsci/kfs334 
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Supplementary Data 

 

ACUTE AND SUBCHRONIC TOXICITY EVALUATION OF POLY(EPSILON-

CAPROLACTONE) LIPID-CORE NANOCAPSULES IN RATS 

Rachel P. Bulcão, Fernando A. de Freitas, Cristina G. Venturini, Eliane Dallegrave, Juliano 

Durgante, Gabriela Göethel, Carlos Thadeu S. Cerski, Paulo Zielinsky, Adriana R. 

Pohlmann, Sílvia S. Guterres, Solange C. Garcia
* 

 
METHODS 

Dynamic light scattering and electrophoretic mobility 

The nanoparticles in solution undergo Brownian motion, and the velocity of this Brownian motion is the 
translational diffusion coefficient (Dt). Dt is converted into particle size using the Stokes-Einstein equation 

(Eq.(2)) 

t

B

D

Tk
zD

3


 (2) 

where Dz is the hydrodynamic diameter, Dt is the translational diffusion coefficient, kB is the Boltzmann’s 

constant, T is the temperature, and  is the viscosity. The hydrodynamic diameter is the intensity weighted mean 
particle size. 

The z-average diameter is determined by fitting the correlation function using the cumulant method. The 

polydispersity index (PdI) is the relative variance in the particle size distribution (Eq.(3)) – the more the particles 
monodisperse, the lower is the PdI 

2

2

DZ
PdI 

 (3) 

where  is the standard deviation of the hypothetical Gaussian distribution and ZD is the z-average diameter, 
which is the intensity weighted mean hydrodynamic size fitting the experimental correlation function using the 

cumulants method. 

 

Biochemical parameters in blood and urine 

Blood was drawn for biochemical analysis (heparin collection tube) using blood (vena cava) collection technique 

for hepatic function, analyzing alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alkaline 

phosphatase (ALP), albumin (ALB), and lactate dehydrogenase (LDH). For kidney function, uric acid (UA), 

blood urea nitrogen (BUN), creatinine (Cr), and urinary creatinine (Cr-U) were determined. Also, total 

cholesterol (TCHO), triacylglyceride (TAG), low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C), high-density 
lipoprotein cholesterol (HDL-C), and glucose (GLU) were assessed for lipid profile and blood sugar using a 

biochemical auto analyzer (Labmax 240® Labtest Diagnóstica SA, Brazil). Butyrylcholinesterase activity 

(BuChE) in serum was determined by Doles® (Doles reagents, Goiânia, GO, Brazil) commercial kits using a 

spectrophotometer (Biospectro SP-220). 

For urine collection, the rats were housed in metabolic cages for 12 h for different number of days for 

each toxicity study. For the acute toxicity test, the samples were collected before treatment (Day 0), 24 h after 

treatment (Day 1), on the 7th day (Day 7), and on the 14th day after treatment (Day 14). For the subchronic 

toxicity study, the urine samples were collected on Day 0, 1, 15, and 28. Urine pH and specific gravity were 

analyzed using urine dipstick (Multistix 10 SG Siemens, Bayer). 
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Figure S9. Experimental design of acute toxicity evaluation with single administration and euthanized after 14 

days (a) and subchronic toxicity evaluation with repeated administration and euthanized after 28 day (b). In both 

experiments, rats had 2 weeks of adaptive period. Acute treatment: Control – saline solution (12 mL/kg) and 

PS80: polysorbate 0.78% (12 mL/kg). Subchronic treatment: Control – saline solution (3 mL/kg) and PS80: 

polysorbate 0.78% (3 mL/kg). 
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Table S4. Relative weight of organs in acute toxicity evaluation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Values are expressed as mean ± standard deviation. Data were analyzed by ANOVA.  

 

 

 

Group  N  Weight (g) Liver    (%) Right Kidney 

(%) 

Left Kidney 

(%) 

Cardiac 

muscle (%) 

Brain      (%) Spleen    (%) Lung       (%) 

Control  9  335 ± 54 3.95 ± 0.2  0.40 ± 0.04  0.37 ± 0.03  0.33 ± 0.03  0.58 ± 0.07  0.26 ± 0.02  0.40 ± 0.05  

PS80  9  351 ± 31 4.01 ± 0.4  0.41 ± 0.04  0.38 ± 0.03  0.32 ± 0.02  0.52 ± 0.10  0.26 ± 0.03  0.42 ± 0.08  

Group I  6  343 ± 27 3.97 ± 0.4  0.40 ± 0.03   0.38 ± 0.03  0.32 ± 0.03  0.55 ± 0.03  0.25 ± 0.04  0.41 ± 0.05  

Group II  6  338 ± 36 4.01 ± 0.2  0.38 ± 0.02  0.37 ± 0.02  0.33 ± 0.03  0.58 ± 0.05  0.28 ± 0.04  0.43 ± 0.07  

Group III  6  358 ± 29 3.80 ± 0.2  0.38 ± 0.02  0.37 ± 0.01  0.32 ± 0.03  0.57 ± 0.04  0.26 ± 0.02  0.42 ± 0.04  
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Figure S10. Representative photomicrographs using H & E staining of: spleen of Group III (a – 400×); liver of 

Group III (b – 400×) in acute treatment (n = 4). Black arrows indicate a granulomatous foreign body reaction. 

 

 

Table S5. Blood hepatic markers in acute and subchronic treatments (n= 6). 

 Control  PS80  Group I  Group II  Group III  

Acute 

AST (U/l)  95 ± 48 78 ± 17 82 ± 9 107 ± 47 85 ± 15 

ALT (U/l)  37 ± 8.2 51 ± 19 41 ± 10 48 ± 25 39 ± 15 

ALP (U/l)  178 ± 60 183 ± 46 222 ± 70 219 ± 72 209 ± 85 

LDH (U/l)  365 ± 76 312 ± 99 349 ± 104 339 ± 87 307 ± 59 

ALB (g/dl)  2.77 ± 0.22 2.86 ± 0.16 2.98 ± 0.23 2.96 ± 0.34 2.78 ± 0.31 

TP (mg/dl)  6.32 ± 0.47 6.45 ± 0.29 6.37 ± 0.35 6.47 ± 0.36 6.25 ± 0.49 

Subchronic 

AST (U/l)  92 ± 9 87 ± 17 88 ± 8 89 ± 7 91 ± 15 

ALT (U/l)  46 ± 6 36 ± 17 39 ± 8 42 ± 10 42 ± 8 

ALP (U/l)  172 ± 12 215 ± 65 185 ± 18 164 ± 23 185 ± 36 

LDH (U/l)  348 ± 23 280 ± 78 347 ± 92 364 ± 67 378 ± 89 

ALB (g/dl)  2.83 ± 0.14 2.94 ± 0.19 2.60 ± 0.33 2.73 ± 0.33 2.81 ± 0.21 

TP (mg/dl)  6.04 ± 0.63 6.33 ± 0.32 5.73 ± 0.33 5.87 ± 0.60 6.09 ± 0.34 

AST: aspartate aminotransferase; ALT: alanine aminotransferase; ALP: alkaline phosphatase; LDH: lactate 

dehydrogenase; ALB: albumin; TP: total protein. Acute treatment: Control – saline solution (12 mL/kg) and 
PS80: polysorbate 0.78% (12 mL/kg); Group I – LNC (18.03 × 1012 LNC/kg); Group II – LNC (36.06 × 1012 

LNC/kg); Group III – LNC (72.12 × 1012 LNC/kg) single dose by ip. Subchronic treatment: Control – saline 

solution (3 mL/kg) and PS80: polysorbate 0.78% (3 mL/kg); Group I – LNC (6.01 × 1012 LNC/kg); Group II – 

LNC (12.02 × 1012 LNC/kg); Group III – LNC (18.03 × 1012 LNC/kg) for 28 days by ip. Data were analyzed by 

ANOVA. Values are expressed as mean ± standard deviation. 
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Table S6. Blood kidney markers in acute and subchronic treatments (n= 6). 

 Control PS80 Group I Group II Group III 

Acute 

BUN (mg/dl)  18.06 ± 4.2 18.00 ± 2.75 19.06 ± 3.41 19.38 ± 1.98 17.60 ± 2.28 

Cr (mg/dl)  0.28 ± 0.06 0.30 ± 0.03 0.32 ± 0.06 0.32 ± 0.03 0.28 ± 0.04 

UA (mg/dl)  0.14 ± 0.23 0.16 ± 0.24 0.07 ± 0.04 0.13 ± 0.13 0.21 ± 0.30 

Subchronic 

BUN (mg/dl)  21.6 ± 1.3 19.1 ± 0.9 18.8 ± 1.7 18.4 ± 1.8 21.2 ± 1.3 

Cr (mg/dl)  0.29 ± 0.04 0.33 ± 0.02 0.30 ± 0.01 0.31 ± 0.02 0.32 ± 0.02 

UA (mg/dl)  0.16 ± 0.14 0.12 ± 0.12 0.05 ± 0.07 0.06 ± 0.05 0.09 ± 0.08 

BUN: blood urea nitrogen; Cr: Creatinine; UA: uric acid. Values are expressed as mean ± standard deviation. 

Acute treatment: Control – saline solution (12 mL/kg) and PS80: polysorbate 0.78% (12 mL/kg); Group I – 

LNC (18.03 × 1012 LNC/kg); Group II – LNC (36.06 × 1012 LNC/kg); Group III – LNC (72.12 × 1012 LNC/kg) 

single dose by ip. Subchronic treatment: Control – saline solution (3 mL/kg) and PS80: polysorbate 0.78% (3 

mL/kg); Group I – LNC (6.01 × 1012 LNC/kg); Group II – LNC (12.02 × 1012 LNC/kg); Group III – LNC 

(18.03 × 1012 LNC/kg) for 28 days by ip. Data were analyzed by ANOVA. Values are expressed as mean ± 

standard deviation. 

 

 

 

Figure S11. Urinary biomarkers for early kidney injury. Microalbumin: microalbumin/Cr (mg/g); NAG activity: 

NAG/Cr (U/g). Basal means before administration: In acute and subchronic treatments, we considered the last 
day of the experiment (14th and 28th day, respectively). In acute treatment, five rats per group received the 

following: (a) Control – saline solution (12 mL/kg); PS80: polysorbate 0.78% (12 mL/kg); Group I – LNC 
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(18.03 × 1012 LNC/kg); Group II – LNC (36.06 × 1012 LNC/kg); and Group III – LNC (72.12 × 1012 LNC/kg) in 

single dose by ip. (b) In subchronic treatment, five rats per group received the following: Control – saline 

solution (3 mL/kg); PS80: polysorbate 0.78% (3 mL/kg); Group I – LNC (6.01 × 1012 LNC/kg); Group II – LNC 

(12.02 × 1012 LNC/kg); and Group III – LNC (18.03 × 1012 LNC/kg) for 28 days by ip. The data were analyzed 

by ANOVA and by Repeated measures one-way ANOVA (to compare Days 0 and 14 and Days 0 and 28). 

 

Table S7. Blood glucose and lipid contents in acute and subchronic treatments (n= 6) 

 Control  PS80  Group I  Group II  Group III  

Acute 

GLU (mg/dl)  250 ± 33 273 ± 72 255 ± 19 270 ± 32 240 ± 40 

TCHO (mg/dl)  52.6 ± 5.8 55.2 ± 6.3 48.0 ± 7.2 50.8 ± 4.0 49.2 ± 7.2 

TAG (mg/dl)  74 ± 36 80 ± 28 52 ± 15 68 ± 21 77 ± 38 

LDL-C (mg/dl)  17.0 ± 13 17.8 ± 13 17.2 ± 7 14.3 ± 9 14.3 ± 11 

HDL-C (mg/dl)  19.6 ± 2.4 21.3 ± 4.8 20.2 ± 2.0 21.7 ± 2.1 19.8 ± 3.0 

Subchronic 

GLU (mg/dl)  278 ± 63 306 ± 36 320 ± 39 323 ± 48 311 ± 48 

TCHO (mg/dl)  46.3 ± 6.9 46.5 ± 10.5 45.7 ± 11.3 45.7 ± 7.8 41.0 ± 5.0 

TAG (mg/dl)  68 ± 14 48 ± 14 70 ± 15 62 ± 22 57 ± 12 

LDL-C (mg/dl)  15 ± 2.8 16 ± 4.7 17 ± 5.8 17 ± 8.1 15 ± 3.1 

HDL-C (mg/dl)  19.2 ± 2.8 19.5 ± 4.8 17.5 ± 3.8 17.7 ± 3.0 17.5 ± 1.2 

GLU: Glucose; TCHO: total cholesterol; TAG: triacylglyceride; LDL-C: low-density lipoprotein; HDL-C: high-

density lipoprotein. Acute treatment: Control – saline solution (12 mL/kg) and PS80: polysorbate 0.78% (12 

mL/kg); Group I – LNC (18.03 × 1012 LNC/kg); Group II – LNC (36.06 × 1012 LNC/kg); Group III – LNC 

(72.12 × 1012 LNC/kg) single dose by ip. Subchronic treatment: Control – saline solution (3 mL/kg) and PS80: 

polysorbate 0.78% (3 mL/kg); Group I – LNC (6.01 × 1012 LNC/kg); Group II – LNC (12.02 × 1012 LNC/kg); 

Group III – LNC (18.03 × 1012 LNC/kg) for 28 days by ip. Data were analyzed by ANOVA. Values are 

expressed as mean ± standard deviation. 

  

 
Table S8. Serum Complement component C3 

 Control PS80  Group I  Group II  Group III  

Acute treatment (Day 14) 48.3 ± 2.9 51.9 ± 3.7 48.8 ± 2.1 44.6 ±  1.5 47.8 ± 3.7 

Subchronic treatment (Day 0) 58.0 ± 2.9 58.3 ± 1.9 61.5 ± 3.0 60.0 ± 1.5 65.6 ± 1.9 

Subchronic treatment (Day 28) 52.0  ± 2.0 55.2 ± 3.7 49.6 ± 1.6 44.1 ± 2.7 52.1 ± 2.7 

Acute treatment: Control – saline solution (12 mL/kg) and PS80: polysorbate 0.78% (12 mL/kg); Group I – 

LNC (18.03 × 1012 LNC/kg); Group II – LNC (36.06 × 1012 LNC/kg); Group III – LNC (72.12 × 1012 LNC/kg) 

single dose by ip. Subchronic treatment: Control – saline solution (3 mL/kg) and PS80: polysorbate 0.78% (3 

mL/kg); Group I – LNC (6.01 × 1012 LNC/kg); Group II – LNC (12.02 × 1012 LNC/kg); Group III – LNC 

(18.03 × 1012 LNC/kg) for 28 days by ip. Data were analyzed by ANOVA and by Repeated measures one-way 

ANOVA (to compare Days 0 and 28). Values are expressed as mean ± standard deviation.  

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. CAPÍTULO 2  

“In vivo toxicological evaluation of polymeric nanocapsules after intradermal 

administration” 

Artigo aceito na revista European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 

doi: 10.1016/j.ejpb.2013.04.001 
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5. CAPITULO 3 

“Do Polymeric Lipid-Core Nanocapsules Induce Oxidative, Inflammatory or 

DNA Damages After In Vivo Subchronic Treatments?” 

 Em fase final de redação para submissão a revista Nanotoxicology 
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Abstract  

The toxicity mechanism of nanoparticles (NPs) is not entirely clear, but possibly more than 

one mechanism, especially oxidative stress (OS) and inflammation, may be involved in the 

toxicological response of NPs. The main objective of the present study was evaluated if those 

mechanisms could be activated by poly(-caprolactone) (PCL) lipid-core nanocapsules 

(LCN) following intraperitoneal (ip) and intradermal (id) administration in Wistar rats after 

subchronic treatment.  OS biomarkers, cytokines and DNA damage were analyzed in blood 

or tissue homogenates. We report that LCN did not induce lipid peroxidation (MDA) in 

plasma or liver, kidney and heart tissues in both the treatments, except for the brain tissue 

after the id administration of the highest dose. We also found absence of damages to both 

blood nonprotein thiol groups (GSH) and protein thiols (ALA-D activity). In contrast, 

enhanced protein damage by carbonylation was found in the intermediate and highest ip 

doses and PS80-group compared to saline group as well as higher protein nitrosylation in the 

highest id dose. In general, no important alterations were found neither in antioxidant 

enzymes SOD and CAT activities in the different tissues nor in DNA damage in comparison 

to controls. IL-10 levels were only decreased after the highest id dose and PS80 group 

compared to saline solution. Overall, the present results demonstrate that the tested LNC 

especially via ip did not induce those mechanisms to major tissues in a systematic repeated-

dose approach, thus providing evidence for a safe use of biodegradable PCL nanocapsules as 

systemic drug nanocarriers. However, results presented for id route could be due to a local 

inflammatorial reaction in which resulted in unbalanced OS biomarkers, requiring further 

investigation. 

 

Keywords: biodegradable, oxidative stress, inflammation, comet assay 
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 6. DISCUSSÃO GERAL 

 

 



 128 

Os seres humanos têm sido expostos a partículas nanométricas presentes no 

ar durante suas fases evolutivas, e estes riscos aumentaram no último século. O 

rápido desenvolvimento da nanotecnologia resulta em novas fontes de exposição a 

estas nanopartículas, seja por inalação, ingestão ou injeção, e embora os 

nanomateriais estejam sendo amplamente utilizados na tecnologia moderna, há falta 

de informações relativas à saúde humana e à implicações ambientais de 

nanomateriais (EL-ANSARY e AL-DAIHAN, 2009).  

A toxicidade de nanopartículas é um fator importante para avaliar o potencial 

de novos sistemas carreadores de fármacos. No entanto, não existem testes, 

protocolos regulamentados, padrões harmonizados, para avaliar a toxicidade das 

nanopartículas. Entretanto, embora os vários aspectos toxicológicos e a diversidade 

dos nanomateriais avaliados estejam apenas começando a ser explorados, muitos 

efeitos nocivos tem sido documentados (WARHEIT et al., 2004; LEWINSKI et al., 

2008; CHEN et al., 2009). 

Embora seja importante estudar e elucidar a toxicidade de nanopartículas 

poliméricas biodegradáveis, existem apenas alguns trabalhos relacionados ao seu 

potencial toxicológico. Na maioria das vezes considera-se que devido ao material 

bulk ser biodegradável e biocompatível, o material nanoestruturado não será tóxico; 

porém estudos comprovam que a alteração da área de superfície modifica o 

comportamento, as propriedades físico-químicas, podendo alterar sua toxicidade 

(AILLON et al., 2009). Ainda hoje, pouco se sabe sobre a possível toxicidade e 

segurança de nanocápsulas de PCL, e estudos toxicológicos, tanto in vitro quanto in 

vivo são escassos, além disso na maioria dos estudos estes nanocarreadores estão 

encapsulando fármacos, não há ampla investigação conduzida para analisar a 

toxicidade de nanocarreadores sem fármaco. 

As nanocápsulas de núcleo lipídico, preparadas com poli(-caprolactona) e 

polissorbato 80, tem apresentado resultados farmacológicos promissores como 

citado anteriormente. Visando estudar e estabelecer a segurança para o uso clínico, 

avaliações toxicológicas sistemáticas agudas e subcrônicas, seguindo protocolos 

como os recomendados pela OECD e pela AFSSAPS, após administração 

intraperitoneal (i.p.) e intradérmica (i.d.) destas nanocápsulas, foram realizadas em 

ratos Wistar.  

Primeiramente, as suspensões de nanocápsulas foram preparadas através da 

deposição interfacial do polímero pré-formado de acordo com método previamente 
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validado por JÄGER e colaboradores (2009) o qual tem sido largamente utilizado 

para a produção de nanocápsulas. Estas suspensões foram devidamente 

caracterizadas quanto ao pH, IPD, potencial zeta, tamanho de partícula, distribuição 

de tamanho, forma, etc. Os resultados estão de acordo com dados anteriores da 

literatura avaliando estas mesmas formulações, visto que se trata de um método 

previamente otimizado e validado (VENTURINI et al., 2011). 

Como citado anteriormente, ensaios in vitro podem apresentar interferências 

referentes às características físico-químicas das partículas influenciarem nas 

metodologias utilizadas, além disso, um fator importante nas avaliações tanto in vitro 

quanto in vivo é a escolha da dose. Todavia, expressar a dose pela quantidade de 

nanopartículas por ml, ou ainda pela área de superfície da partícula são as maneiras 

mais utilizadas. No presente estudo, tanto a dose quanto o volume administrado 

escolhidos para o estudo piloto foram baseados em estudos anteriores em que estas 

nanocápsulas foram utilizadas em aplicações terapêuticas (BERNARDI et al., 2008, 

2009). No ensaio piloto, os animais foram eutanaziados 48 horas após 

administração única de 72,12×1012 LNC/kg (ou 120mg/kg, se expressa por 

concentração de PCL). Além disso, levou-se em consideração que a maior 

concentração solúvel e dispersível de PCL foi de 10 mg/ml, limitando assim 

alterações de concentração por unidade de volume, decidiu-se então administrar o 

volume máximo permitido para as vias intraperitoneal e intradérmica. Para o 

tratamento agudo, foram utilizadas três doses, sendo que a dose mais alta foi a 

mesma utilizada no piloto, porém, diferentemente do teste piloto, os ratos foram 

sacrificados 14 dias depois, de acordo com protocolos de toxicidade aguda da 

OECD. As doses utilizadas no teste subcrônico foram escolhidas com base no 

tratamento agudo.  

Após administrações aguda e subcrônica pela via intraperitoneal, nenhum 

grupo estudado apresentou manifestações clínicas relevantes ou morte; um dado 

importante foi o acúmulo de formulação na cavidade abdominal dos animais que 

receberam as doses mais altas de LNC, determinado por MEV e análise do ponto de 

fusão da PCL, confirmado por posterior análise histopatológica que demonstrou 

haver formação de um granuloma subcapsular de tipo corpo estranho na camada 

serosa do baço e do fígado, demonstrando assim, a importância da escolha da dose 

para realização destes estudos.  
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Em relação aos marcadores de hepatotoxicidade, não foram encontradas 

diferenças estatísticas significativas. Os marcadores enzimáticos e não enzimáticos 

de lesão hepática não foram estatisticamente diferentes entre os grupos e todos eles 

estavam dentro dos valores de referência para ratos Wistar. Esses achados estão de 

acordo com os resultados histopatológicos em que não foram encontrados focos 

inflamatórios, vacuolização, infiltrações ou necrose hepática em nenhum dos grupos 

analisados.  

Como estas LNC apresentam forma esférica, é provável que passem através 

da vasculatura complexa do sistema renal (SAHU e CASCIANO, 2009). FROZZA e 

colaboradores (2010) avaliaram a distribuição de LNC (preparadas com PCL e 

PS80) encapsulando trans-resveratrol comparando-as com  trans-resveratrol livre 

em ratos. Evidências geradas a partir deste estudo mostraram que concentrações 

significativamente elevadas de trans-resveratrol foram transportados por LNC a 

todos os órgãos analisados em comparação com o trans-resveratrol livre; além 

disso, a maior concentração de LNC foi encontrada no rim seguida pelo fígado após 

14 dias de tratamento via i.p. (FROZZA et al., 2010). Devido a isso, marcadores 

renais usuais sanguíneos, como ureia, ácido úrico e creatinina; e marcadores 

urinários de dano precoce como a microalbuminúria, marcador de dano glomerular, 

e a atividade da enzima NAG, marcador de dano tubular foram analisados. 

Considerando os resultados obtidos na quantificação de marcadores usuais e 

precoces, além da ausência de alteração na análise histopatológica dos rins, as LNC 

não ocasionaram nefrotoxicidade nas condições do experimento. 

Para avaliar um possível desequilíbrio no metabolismo dos lipídios e da 

glicose, marcadores bioquímicos foram quantificados. Os valores de glicose, lipídios 

e butirilcolinesterase (BuChE) não apresentaram diferença significativa em nenhuma 

das doses em ambos os experimentos. A enzima BuChE tem sido encontrada em 

muitos tecidos de animais, desempenhando papel importante no metabolismo de 

lípidos e de lipoproteínas de baixa densidade, além de ser largamente estudada 

também como marcador de inflamação (DAS, 2006; 2007). No caso específico de 

relação com o metabolismo de lipídios, quando o fígado é submetido a uma lesão, a 

actividade da BuChE é elevada, levando à insuficiência no metabolismo de lípidos e 

de lipoproteínas de baixa densidade (MA et al., 2009). Em ambos os estudos, agudo 

e subcrônico, pela via intraperitoneal, a atividade da BuChE não foi estatisticamente 

diferente entre os grupos e não houve correlação entre estes marcadores. Estes 
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resultados estão de acordo com os resultados obtidos para o perfil lipídico indicando 

que as LNC não causaram desequilíbrio do metabolismo dos lipídios e da glicose em 

ratos Wistar.  

O complemento C3 é um marcador de imunotoxicidade e estudos anteriores 

demonstraram a sua interação com nanopartículas em sistemas biológicos 

(SALVADOR-MORALES et al., 2006; HIGASHISAKA et al., 2011). No presente 

estudo houve uma leve, porém não significativa, diminuição do C3 nos tratamentos 

agudos e subcrônicos. Estes resultados estão de acordo com trabalhos anteriores, 

como o relatado por MOSQUEIRA e colaboradores (2001), que examinaram várias 

modificações da superfície de NC contendo PLA, PLGA e PCL, e também 

observaram mudanças em seu conteúdo de fosfolipídios (PL) na ativação do 

complemento, concluindo que essas alterações podem reduzir a ativação do 

complemento (MOSQUEIRA et al., 2001). Diminuindo os níveis de C3 significa que 

uma das vias do complemento foi ativada e está associada com alguma perturbação 

na cascata do complemento. 

Em relação ao estudo da possível hematotoxicidade ocasionada por estas 

LNC, foram encontradas certas flutuações entre os grupos, porém na faixa de 

valores normais e que não indicam qualquer perturbação relevante. Em ambos os 

tratamentos, as células vermelhas do sangue (RBC) estavam significativamente 

maiores nos animais tratados com LNC (p<0,05). De acordo com outros estudos, 

níveis elevados de RBC podem refletir sua superprodução em resposta à lesão 

tecidual (DANDEKAR et al., 2010). É bem conhecido que os eritrócitos ocupam uma 

fração maior do que células mononucleares fagocíticas no sangue, de modo que 

quando ocorre administração de nanopartículas, é provável que interajam com as 

células vermelhas do sangue antes de encontrar outras células imunes 

(DOBROVOLSKAIA et al., 2008). No entanto, esses achados podem também ser 

interpretados como acidentais, e não indicam uma tendência de toxicidade; além 

disso os valores encontram-se dentro do intervalo de referência para ratos Wistar. 

Em relação às células brancas, apenas a contagem de monócitos estava aumentada 

nos grupos tratados com LNC no tratamento agudo (p<0,05). De acordo com SHAW 

e colaboradores, o aumento da fração de monócitos pode ser um sinal de 

inflamação (SHAW et al., 2008). Além disso, os monócitos podem fagocitar certas 

nanopartículas mais do que muitos outros tipos celulares (DOBROVOLSKAIA et al., 

2007). Entretanto, mais estudos são necessários para verificar se as alterações em 
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monócitos são associadas com outros fenótipos imunes (SHAW et al., 2008) ou se 

houve, por exemplo, alguma influência metodológica. Assim, a fim de verificar se 

houve interferência na metodologia utlizada para contagem hematológica, realizou-

se um teste preliminar in vitro utilizando o mesmo equipamento rotineiramente 

utilizado para contagem total de células sanguíneas.  

Após os testes realizados, demonstrados no CAPÍTULO 1 - Manuscrito 1, 

pode-se observar que tal influência poderia existir, entretanto testes mais 

específicos, incluindo testes in vivo necessitam ser melhor investigados. 

Alternativamente, contagens poderiam ser realizadas de acordo com protocolos 

padrão, utilizando numeração visual de células em câmara de contagem de 

Neubauer, por exemplo. Com base nisto, novos métodos para a avaliação 

hematológica após exposição a nanopartículas irão tornar-se atraentes no futuro 

para a obtenção de resultados confiáveis em estudos realizados in vivo.  

Quanto à realização do estudo toxicológico pela via intradérmica, CAPÍTULO 

2 – Manuscrito 2, não foram observados sinais clínicos ou alterações fisiológicas no 

estudo de dose única. O mesmo ocorreu no teste de doses repetidas, em que os 

ratos não apresentaram qualquer sinal de toxicidade durante os 28 dias do período 

de administração. O grupo que recebeu PS80 (Tween 80) demonstrou uma redução 

no peso corporal relativo após o 21º dia. Esta alteração foi observada juntamente 

com a diminuição no consumo de ração e água, o que ocorreu também com os 

grupos que receberam as doses mais alta (5.4 × 1012 LNC/kg) e intermediária (3.6 × 

1012 LNC/kg) de LNC, porém estas alterações foram transitórias para estes grupos, 

exceto para o grupo que recebeu Tween 80, o que pode ser atribuído, pelo menos 

em parte, a irritação local induzida pelo tensoativo; no entanto, não há estudos 

avaliando tal efeito intradérmico.  

Além disso, não houve alterações macroscópicas ou histopatológicas em 

nenhum dos grupos testados. Não foram realizadas análises histológicas do local de 

aplicação devido a interferência que poderia ocorrer pela administração repetida. 

Assim como ocorreu após administração intraperitoneal, não foram encontradas 

alterações em nenhum dos parâmetros bioquímicos avaliados, exceto a atividade da 

enzima butirilcolinesterase, que estava diminuída nos animais que receberam a dose 

mais alta. Estudos recentes demonstram que a acetilcolina tem importantes ações 

anti-inflamatórias (DAS, 2007). A acetilcolina, bem como outros ésteres de colina 

são rapidamente hidrolisados pela acetilcolinesterase (AChE) e pela BuChE 
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(MESULAM et al., 2002). Um aumento na atividade das enzimas AChE e BuChE 

poderia levar à diminuição de níveis de ACh, reduzindo seus efeitos anti-

inflamatórios devido à ausência do controle de feedback negativo exercido pela ACh. 

Dessa forma, considerando o efeito inflamatório supressor da ACh, é concebível que 

as enzimas AChE e BuChE sejam reguladoras intrínsecas da inflamação (DAS, 

2007). Nos ratos que receberam LNC pela via intraperitoneal, a atividade da BuChE 

também estava diminuída nos grupos que receberam as suspensões de 

nanocápsulas, entretanto não houve diferença significativa. Há evidências em 

trabalhos anteriores (BERNARDI et al., 2009), que LNC poderiam reduzir as 

respostas inflamatórias. No entanto, marcadores inflamatórios específicos devem ser 

analisadas, bem como investigar outros possíveis mecanismos que possam estar 

envolvidos na diminuição da atividade da BuChE. Além disso, diferentes tipos de 

glóbulos brancos também desempenham um papel essencial na resposta 

inflamatória. A avaliação dos efeitos de nanomateriais sobre os 

monócitos/macrófagos e neutrófilos é uma das mais importantes em termos de 

resposta aguda inflamatória intravascular (DOBROVOLSKAIA et al., 2008). 

Contrariamente à atividade da  BuChE, a contagem de leucócitos estava aumentada 

após dose única de LNC e após o tratamento com doses repetidas nos grupos que 

receberam Tween e a dose mais alta (p<0,05). A ativação de células inflamatórias, 

tais como neutrófilos, pode ser induzida por fagocitose de nanopartículas, podendo 

gerar ERO e ERN (BUZEA et al., 2007). A interferência metodológica não foi 

avaliada neste caso devido ao pequeno volume administrado de formulação, sendo, 

portanto, provavelmente absorvido e metabolizado antes das análises laboratoriais. 

Ainda, após administração intradérmica, foi avaliado o potencial genotóxico 

através do ensaio cometa. Como mencionado anteriormente por OESCH e 

LANDSIEDE  (2011), estudos de genotoxicidade in vivo após administração de NPs 

possuem vantagens sobre testes in vitro, dada a natureza complexa da dispersão de 

nanomateriais no ar ou em líquidos (aerossóis ou suspensões) e do complexo 

processo de  sua absorção, deposição e distribuição no corpo. O mecanismo de 

toxicidade de nanocarreadores geralmente envolve danos ao DNA. O ensaio cometa 

é um método sensível para detecção de danos de nanopartículas ao DNA com 

aplicações em testes de genotoxicidade e epidemiologia molecular, bem como a 

investigação de danos e reparo ao DNA (VANDGHANOONI e ESKANDANI, 2011). 

Corroborando com nossos achados, atuais estudos de genotoxicidade sugerem que 
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alguns nanopolímeros apresentam nenhum ou limitado dano ao DNA; esses estudos 

mostraram também propriedades anti-inflamatórias de alguns nanocarreadores 

poliméricos (HE et al., 2009; CHAUHAN et al., 2009).  

Como citado no CAPÍTULO 3 – Manuscrito 3, possíveis mecanismos de 

toxicidade poderiam estar envolvidos com a exposição a LNC, visto que existem 

relatos na literatura de que NPs, de uma maneira geral, induzem a geração de 

estresse oxidativo por diversos mecanismos (FERNÁNDEZ-URRUSUNO et al., 

1997; NEL et al., 2006; XIA et al., 2006; VERMA e STELLACCI, 2010; KENZAOUI et 

al., 2012). 

Biomarcadores do estresse oxidativo e marcadores inflamatórios foram 

quantificados após a exposição subcrônica, por ambas as vias. O ensaio cometa 

havia sido analisado apenas após administração intradérmica; no manuscrito 3 foi 

demonstrada a ausência de genotoxicidade após administração ip. Após análise 

sanguínea e tecidual no tratamento pela via ip, foi demonstrada uma diminuição da 

lipoperoxidação, e um leve aumento da oxidação de proteínas; porém enzimas 

antioxidantes estavam aumentadas para contrabalancear estes valores, o que foi 

comprovado pela regressão linear. Os valores reduzidos de MDA estão de acordo 

com um estudo prévio realizado por KÜLKAMP e colaboradores (2011), que 

estudaram a extensão da peroxidação lipídica através da quantificação de TBARS, 

produto da peroxidação lipídica, in vitro de uma formulação de LCN contendo ácido 

lipóico. O efeito antioxidante  da formulação com 10 mg/ml de PCL foi 

significativamente maior, e com o aumento no conteúdo de polímero nas 

formulações este aumento foi progressivo (KÜLKAMP et al., 2011). No presente 

estudo, antioxidantes endógenos como GSH e a atividade da enzima ALA-D 

apresentaram valores semelhantes entre os grupos, porém mais estudos são 

necessários para avaliar a capacidade antioxidante destas nanocápsulas. 

FERNÁNDEZ-URRUSUNO e colaboradores (1997) avaliaram possíveis 

modificações em marcadores do EO em hepatócitos após administrações única e 

repetida de nanopartículas poliméricas. A fagocitose realizada por macrófagos é 

acompanhada por um aumento na secreção de citocinas, enzimas, ER, dentre 

outros. Sabe-se ainda que a degradação de materiais biodegradáveis pode resultar 

em resposta inflamatória, podendo levar ao estresse oxidativo (WATTAMWAR et al., 

2011). Com base nisto, marcadores inflamatórios, juntamente com marcadores do 

estresse oxidativo foram quantificados. Além disso, o aumento da geração de ER 
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pode levar a um dano ao DNA. CALARCO e colaboradores (2013) avaliaram a 

genotoxicidade após exposição a NPs, devido ao comportamento genotóxico dos 

materiais que constituem as NPs ser diferente da sua forma bulk. Outros 

pesquisadores demonstraram que NPs podem gerar resposta inflamatória, a qual irá 

contribuir para a geração de ER e consequentemente poderá ocasionar dano ao 

DNA (SCHINS e KNAAPEN, 2007). Os resultados encontrados no presente trabalho 

não indicaram genotoxicidade após administração ip, visto que não houve dano ao 

DNA demonstrado através do ensaio cometa. Em relação aos marcadores 

inflamatórios, que podem estar envolvidos tanto com o EO quanto com possível 

efeito genotóxico, não houve diferença entre os grupos nos níveis das interleucinas 

IL-6 e IL-10, além disso, os valores de PCR estavam reduzidos em todos os grupos 

como foi observado nos CAPÍTULOS 1 e 2.  

Após administração pela via id, foram encontradas alterações nos 

biomarcadores de oxidação de proteínas, PCO e 3-NT, nos grupos que receberam 

PS80 e a maior dose, respectivamente. Além disso, o grupo III apresentou atividade 

significativamente elevada da enzima SOD, entretanto não houve correlação entre 

os níveis de 3-NT e a atividade da SOD. Apesar da diferença significativa 

encontrada, o aumento foi leve, e provavelmente esta alteração enzimática seja 

suficiente para contrabalancear este aumento. No CAPÍTULO 2 – Manuscrito 2, 

foram encontrados valores baixos de PCR, e a maioria das alterações foram 

encontradas no grupo que recebeu PS80. O mesmo ocorreu no CAPÍTULO 3 – 

Manuscrito 3, em que a maioria das alterações foram ou no grupo PS80 ou no grupo 

III, que possui a maior concentração de PS80 na formulação. Corroborando com 

estes resultados, os níveis de IL-10, marcador anti-inflamatório, estava diminuído 

nestes mesmos grupos. Houve correlação negativa entre o marcador de dano às 

proteínas e IL-10, sendo confirmada pela regressão linear, sugerindo que o aumento 

de 3-NT tenha influenciado na secreção desta interleucina. 

Assim como o presente estudo, FERNÁNDEZ-URRUSUNO e colaboradores 

(1997) relataram que apesar da alteração encontrada nos antioxidantes, esta não foi 

suficiente para iniciar um processo oxidativo, visto que não houve lipoperoxidação e 

as alterações observadas eram reversíveis. 

Malondialdeído, SOD e CAT foram quantificados no fígado, rins, coração e 

cérebro de todos os ratos tratados em ambos os estudos. Os valores de MDA 

encontrados no fígado, após tratamento pela via ip, foram similares aos valores 
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encontrados no sangue. É provável que LCN apresentem uma tendência a diminuir 

a lipoperoxidação, porém este mecanismo deve ser explorado. Em um estudo 

recente, BERNARDI e colaboradores (2009) reportaram uma diminuição na resposta 

inflamatória, após administração de volumes baixos de LNC. No presente estudo, 

após administração ip, os níveis de IL-6 e IL-10 foram semelhantes entre os grupos, 

como citado anteriormente. Os outros tecidos apresentaram valores semelhantes de 

MDA. Poucas alterações nos antioxidantes foram encontradas nos tecidos, apenas 

uma leve diminuição na atividade da CAT no fígado e coração. Por outro lado, a 

atividade da SOD foi similar entre os grupos, com uma leve tendência a aumentar. 

No cérebro houve correlação positiva entre MDA vs. SOD e negativa entre MDA VS. 

ALA-D, confirmada após regressão multivariada.  

Como citado anteriormente, nos Manuscritos 1 e 2, os marcadores de dano 

hepático e renal não apresentaram diferenças entre os grupos em ambos os 

estudos, juntamente com a ausência de alteração dos achados histopatológicos e de 

alteração do peso relativo dos órgãos. O coração e o cérebro não apresentaram 

diferenças histopatológicas ou alteração do peso; além disso, poucos marcadores 

para avaliar alterações nestes tecidos foram analisados, somente a enzima LDH e a 

PCR, que são marcadores inespecíficos, e a BuChE que tem sido encontrada em 

vários tecidos, incluindo o cérebro; contudo nenhum destes marcadores apresentou 

alterações em todos os animais testados após administração ip. 

Após tratamento pela via id, alterações foram encontradas apenas nos rins e 

no cérebro dos grupos que receberam PS80, como aumento na atividade da CAT e 

SOD nos rins e do MDA no cérebro. Além disso, os animais do grupo III, que 

receberam a dose mais alta de LNC, com concentrações maiores de PS80 na 

formulação, apresentaram um aumento na atividade da SOD nos rins e valores 

elevados de MDA no cérebro, resultado semelhante ao grupo PS80. Como 

mencionado anteriormente, dentre os parâmetros analisados, apresentados no 

Manuscrito 2, a maioria estava inalterada, exceto nos animais que receberam PS80, 

os quais apresentaram pequenas alterações. É importante salientar que o PS80 é 

permitido para administração parenteral, além disso, o polissorbato presente na 

extremidade das nanocápsulas não apresenta exatamente as mesmas propriedades 

que o PS80 utilizado como controle, porém seu uso como controle é indicado. 
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Neste trabalho realizamos a avaliação toxicológica de nanocápsulas de núcleo 

lipídico, de poli(-caprolactona), polímero biodegradável, utilizadas como 

carreadoras de fármacos. As avaliações toxicológicas agudas e subcrônicas foram 

feitas após administrações intraperitoneal e intradérmica em ratos Wistar machos. 

Não foram observados sinais clínicos ou alterações fisiológicas relevantes nos 

animais submetidos aos testes, apenas diminuição do peso corporal em alguns 

grupos tratados com as formulações e com polissorbato, entretanto esta alteração 

foi transitória. 

A avaliação do efeito das LNC sobre os tecidos, através de análises 

histopatológicas, macroscópicas e peso relativo dos órgãos mostrou em ambas as 

vias, tanto na avaliação aguda quanto na subcrônica que não houve indicativo de 

toxicidade em nenhum destes parâmetros. As alterações observadas foram, 

provavelmente, devido ao acúmulo da suspensão de LNC na cavidade abdominal, 

após administração pela via ip, ocasionando uma reação na camada serosa do baço 

e do fígado devido ao volume administrado, impedindo que as doses mais altas 

administradas fossem absorvidas. 

Em relação à hepatotoxicidade, não foram observadas alterações em nenhum 

dos parâmetros analisados, tanto enzimáticos quanto não enzimáticos em ambos os 

estudos, corroborando com os achados histopatológicos.  

Quanto à avaliação da nefrotoxicidade, não houve alteração nos marcadores 

sanguíneos analisados, porém estes marcadores são tardios. Devido a isto, em 

ambos os estudos foram realizadas coletas de urina basal e no final dos 

experimentos para quantificação de biomarcadores precoces de dano renal. Não 

houve alteração em nenhum destes marcadores, tanto do biomarcador de dano 

glomerular quanto tubular. Nas condições do experimento, tanto nas análises 

histopatológicas quanto nas análises laboratoriais, não houve nefrotoxicidade após 

administração de LNC após exposições únicas e repetidas. 

 

Quanto aos outros parâmetros bioquímicos, apenas foi observada uma leve, 

porém não significativa, diminuição do complemento após administração ip de LNC, 

indicando que possa ter ocorrido uma ativação da cascata. Após administração id, 

somente a BuChE apresentou diferença significativa, estando diminuída 
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comparando o grupo que recebeu a dose mais alta com o grupo controle; em 

estudos recentes, juntamente com a AChE, a BuChE tem sido demonstrada como 

moduladora no processo inflamatório, além de estar alterada em diferentes 

patologias. Entretanto, não houve correlação com outros marcadores inflamatórios 

avaliados neste estudo.  

 

Em relacão aos possíveis mecanismos de toxicidade envolvidos após 

administração de LNC, também foi demonstrado que nas condições dos 

experimentos, os animais não apresentaram resultados intensos o suficiente para 

iniciar um processo oxidativo, visto que não houve peroxidação lipídica nem 

depleção de antioxidantes; além disso, não houve dano ao DNA nem resposta 

inflamatória nos animais tratados com LNC. Um aumento na produção de ERO 

resulta em EO quando as células não conseguem compensar a formação de ERO e 

consequentemente não conseguem manter ou restaurar as condições normais 

fisiológicas de funções reguladoras redox, ocasionando resultados toxicológicos, 

como dano ao DNA e expressão de citocinas inflamatórias, por exemplo. Contudo, 

isto não foi observado no presente estudo, visto que as defesas antioxidantes 

estavam similares entre os grupos que receberam solução salina, polissorbato e as 

formulações de LNC, prevenindo ou revertendo assim, possíveis danos oxidativos, 

como a lipoperoxidação. Os resultados, portanto, sugerem a possibilidade de os 

antioxidantes terem sido úteis na prevenção/reversão de possíveis danos oxidativos 

e/ou inflamatórios induzidos pela exposição de LNC, mesmo os animais tendo 

apresentado valores leves de indução, além disso, de acordo com uma hipótese 

hierárquica do estresse oxidativo, o menor nível de estresse está associado com a 

indução de antioxidantes e detoxificação por enzimas (XIAO et al., 2003).  

 

Como foi citado anteriormente, os resultados encontrados mostraram leves 

alterações em marcadores inflamatórios e imunológicos como complemento, BuChE, 

neutrófilos, monócitos, IL-10, indicando a necessidade de quantificação de outros 

marcadores para uma avaliação global deste processo. Entretanto, as alterações 

encontradas não correlacionaram entre si, não houve correlação entre parâmetros 

hematológicos, BuChE, PCRus, C3, IL-6 e IL-10. Além disso, serão realizados testes 

in vitro através de contagens manuais e automatizadas para elucidar a interferência 

metodológica encontrada em alguns parâmetros hematológicos após administração 
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de maiores volumes de formulação. Também serão realizadas análises em 

diferentes meios, com diferentes valores de pH para saber se há aglomeração 

destas LNC, ou se estas podem desviar a luz em análises espectroscópicas.  

 

Mais experimentos, ainda, deverão ser conduzidos para avaliar a diminuição 

encontrada nos biomarcadores de lipoperoxidação, além disso, é necessária a 

confirmação da ausência de dano ao DNA através da quantificação da frequência de 

micronúcleos (MN). De modo geral, visto que muitos destes marcadores são 

inespecíficos, é necessária a continuidade destes estudos toxicológicos, e como 

citado anteriormente, estudos complementares in vitro são importantes para avaliar 

mecanismos específicos e se existe correlação entre os achados in vivo/in vitro.  

 

Como sugerido por Nel e colaboradores (2006), interações de NPs com o 

organismo podem resultar em estresse oxidativo, inflamação e outras formas de 

injúria, como desnaturação de proteínas, dano às membranas, dano ao DNA, 

imunotoxicidade, e a formação de granulomas de corpo estranho. O screening 

toxicológico realizado no presente trabalho abordou a maioria destas possíveis 

injúrias e nos permitiu concluir que os grupos que receberam as doses mais baixas e 

intermediárias não apresentaram toxicidade em ambos os tratamentos.  

 

Em resumo, com os resultados obtidos até o momento pode-se concluir que 

nas condições dos experimentos, tanto pela via ip quanto pela via id, não foram 

demonstrados danos teciduais e os achados laboratoriais foram condizentes com os 

histopatológicos, sendo estas nanocápsulas, do ponto de vista toxicológico, 

promissoras como carreadoras de fármacos; entretanto estudos utilizando outras 

vias, como a via oral, intravenosa, bem como avaliação da toxicidade crônica, são 

necessários. Porém, qualquer avaliação nesta linha é importante e pode embasar a 

avaliação da resposta tóxica e, consequentemente, levar ao estabelecimento de 

regulamentações na avaliação da toxicidade de nanopartículas poliméricas 

biodegradáveis utilizadas como carreadoras de fármacos. 
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