UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO - UFMT
CAMPUS UNIVERSITARIO DO ARAGUAIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
CURSO BACHAREL EM BIOMEDICINA

AILYS KAROLINE SERGIO

ANALISE DOS EFEITOS TOXICOS DA
ADMINISTRACAO DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE
GRAFENO DURANTE A PRENHEZ DE RATAS

Barra do Gargas-MT
2024



AILYS KAROLINE SERGIO

ANALISE DOS EFEITOS TOXICOS DA
ADMINISTRACAO DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE
GRAFENO DURANTE A PRENHEZ DE RATAS

Monografia apresentada a banca
examinadora do Curso de Biomedicina
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da
Salde, Campus Universitario do
Araguaia — UFMT, como requisito
parcial, para obtengdo do titulo de
Bacharel em Biomedicina.

Orientador: Prof. Dr. Gustavo Tadeu Volpato

Coorientadora: Profa. Dra. Rafaianne Queiroz Moraes-Souza

Barra do Gargas-MT
2024



Dados Internacionais de Catalogacéo na Fonte.

S484a Sergio, Ailys Karoline.

ANALISE DOS EFEITOS TOXICOS DA
ADMINISTRAQAO DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE
GRAFENO DURANTE A
PRENHEZ DE RATAS [recurso eletronico] / Ailys Karoline

Sergio. -- Dados eletronicos (1 arquivo : 31 f., il. color., pdf). --
2024.

Orientador: Gustavo Tadeu Volpato.

Coorientadora: Rafaianne Moraes-Souza.

TCC (graduacdo em Biomedicina) - Universidade Federal de
Mato Grosso, Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Barra
do Garcas, 2024.

Modo de acesso: World Wide Web:

https://bdm.ufmt.br. Inclui bibliografia.

Ficha catalogréfica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a)

autor(a).

Permitida a reproducgéo parcial ou total, desde que citada a fonte.



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a minha mée e minha vo, porque foi gragas aos seus esforcos

que eu cheguei até aqui.



Agradeco, primeiramente, a minha mée Lucimeire Sergio e a minha avé Odete
Sergio, porque além de sempre me apoiarem e incentivarem, fizeram tudo que estava ao
alcance para que eu pudesse ir atras dos meus sonhos.

A minha familia que sempre vibraram com as minhas conquistas e torcem pelo
Mmeu Sucesso.

Ao meu padrasto Adriano Margues que foi o meu melhor professor, me deu aulas
de portugués e me ensinou licdes valiosas sobre o futuro.

Ao meu namorado Eros Bonafin, por sempre estar ao meu lado e me ajudar a
ultrapassar os momentos dificeis fazendo faculdade longe de casa e da familia.

Aos meus amigos, pela amizade e pelo apoio ao longo desse periodo de
faculdade.

A UFMT e aos meus professores, pelas oportunidades de crescimento
profissional e pessoal.

A todos os membros do FISIOTOX, por toda cumplicidade e auxilio desde o dia
que entrei no laboratorio.

Ao meu orientador Prof. Dr. Gustavo Tadeu Volpato, pelas oportunidades de
aprendizado desde o dia que entrei no FISIOTOX e por ter sido meu orientador e ter
desempenhado tal funcdo com dedicacéo e paciéncia.

A minha coorientadora Profa. Dra. Rafaianne Queiroz Moraes-Souza, pelos
conselhos, ajuda e paciéncia com a monografia.

A Profa. Dr. Maria Fernanda Spegiorin Salla Brune e o Prof. Dr. Paulo Fonseca
por aceitarem o convite de ser minha banca examinadora.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPQ)
pelo apoio financeiro para realizacdo desta pesquisa.

Ao Laboratorio de quimica do estado solido da UFMT, por ter nos concedido o
oOxido de grafeno para o estudo.

Ao0s animais que participaram deste experimento, visto que, sem eles esse
trabalho n&o existiria.

A todos que participaram, direta ou indiretamente do desenvolvimento deste

trabalho de pesquisa.



“Agradeco a todas as portas fechadas que ndo se
abriram quando eu bati, se eu tivesse entrado em

alguma delas, néo seria o que Sou hoje”.

Wesley D'Amico


https://www.pensador.com/autor/wesley_d_amico/

RESUMO

O potencial das nanoparticulas nas areas biologicas e ndo-biologicas € vasto, com novas
aplicacdes sendo constantemente descobertas. Um exemplo de nanoparticula com inimeras
aplicacdes é o Oxido de grafeno (OG), que devido as suas propriedades fisico-quimicas tem
demonstrado um enorme potencial para aplicacdes biomédicas multifuncionais. Apesar da
exposicdo humana as nanoparticulas terem crescido na mesma proporcao que 0s avangos na
area, as informacdes sobre a sua seguranca ndo tem avancado na mesma velocidade. Portanto,
0 objetivo deste trabalho é avaliar a toxicidade materna da administracdo de OG durante a
prenhez de ratas. Para a realizagdo do experimento, ratas Wistar foram acasaladas e distribuidas
aleatoriamente em trés grupos experimentais (n=12 ratas/grupo). Grupo controle: ratas prenhes
que receberam apenas agua; Grupo Grafeno 2.5: ratas prenhes que receberam 2,5 mg/kg de OG;
e Grupo grafeno 5.0: ratas que receberam 5 mg/kg de OG. A administracdo da nanoparticula e
da agua foi realizada durante toda a prenhez, por via intragastrica (gavage). Peso corporeo,
consumo de racédo e ingestdo hidrica foram medidos diariamente. No 21° dia de prenhez, as
ratas foram anestesiadas e mortas por decapitacdo para obtencdo do sangue para analises
bioquimicas. Posteriormente, foi realizada a laparotomia para retirada e pesagem dos érgéos
maternos. Como resultados, foi constatado que nenhum dos parametros analisados apresentou
diferenga entre os grupos experimentais. Em concluséo, a administragdo oral do OG durante a
prenhez, nas doses de 2,5 e 5,0 mg/kg, ndo apresentou toxicidade materna. 1sso indica que

nessas condi¢des seu uso foi seguro durante a gestacao.

Palavras-Chave: Nanoparticula, Oxido de grafeno, Toxicidade, Modelo animal e Prenhez.



ABSTRACT

The potential of nanoparticles in biological and non-biological areas is vast, with new
applications constantly being discovered. An example of a nanoparticle with numerous
applications is graphene oxide (GO), which due to its physicochemical properties has
demonstrated enormous potential for multifunctional biomedical applications. Although human
exposure to nanoparticles has grown at the same rate as advances in the area, information about
their safety has not advanced at the same velocity. Therefore, the objective of this work is to
evaluate the maternal toxicity of GO administration during pregnancy in rats. To carry out the
experiment, Wistar rats were mated and randomly distributed into three experimental groups
(n=12 rats/group). Control group: pregnant rats that received only water; Graphene 2.5 Group:
pregnant rats that received 2.5 mg/kg of GO; and Graphene 5.0 Group: rats that received 5
mg/kg of GO. The administration of the nanoparticle and water was carried out throughout the
pregnancy, via the intragastric route (gavage). Body weight, feed consumption and water intake
were measured daily. On the 21st day of pregnancy, the rats were anesthetized and killed by
decapitation to obtain blood for biochemical analysis. Subsequently, a laparotomy was
performed to remove and weigh the maternal organs. As a result, it was found that none of the
analyzed parameters showed any difference between the experimental groups. In conclusion,
oral administration of OG during pregnancy, at doses of 2.5 and 5.0 mg/kg, did not present

maternal toxicity. This indicates that under these conditions its use was safe during pregnancy.

Keywords: Nanoparticle, Graphene oxide, Toxicity, Animal model and Pregnancy.
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1. INTRODUCAO

As nanoparticulas sdo definidas como objetos com variacdo de tamanho da ordem de 1
a 100 nandmetros. Devido a suas pequenas dimensdes, suas propriedades se distinguem de
outras particulas, conferindo a esses materiais uma area de superficie relativamente grande
(MISSAQUIA et al.,, 2018). As propriedades fisicas e Opticas altamente ajustaveis e a
capacidade de realizar muitas ligacfes sdo responsaveis pelo uso extensivo das nanoparticulas
em diversas areas da pesquisa cientifica (YOHAN et al., 2014).

Com o crescimento da nanotecnologia, as perspectivas de utilizacdo de nanomateriais
em aplicac@es industriais, imagens médicas, drug delivery, tratamento de cancer, terapia génica
e outras areas cresceram rapidamente (GWINN et al., 2006). Essa expansao da nanotecnologia
gerou um impacto significativo na medicina contribuindo com o monitoramento, diagndstico,
prevencdo, reparacdo ou cura de doencas e tecidos lesionados em sistemas bioldgicos
(SOUMYA & RAGHU, 2023). A incorporacdo das nanoparticulas nos medicamentos confere
a eles diversas propriedades, como melhor solubilidade, biodisponibilidade, estabilidade,
biodistribuicdo, farmacocinética e farmacodindmica. Em alguns casos, pode diminuir a
toxicidade do medicamento e aumentar a eficcia terapéutica. Além disso, outras
funcionalidades, como exames de imagem, liberacdo desencadeada e entrega direcionada,
podem ser incorporadas em nanomedicamentos e alcancar multifungdes (LIU et al., 2020;
BOTELLA et al., 2011; PURI et al., 2009).

O potencial das nanoparticulas nas areas bioldgicas e ndo-bioldgicas é vasto, com novas
aplicagdes sendo constantemente descobertas. Atrelado a isso, a exposi¢do humana as
nanoparticulas tém crescido junto com 0s avangos na area. Entretanto, apesar do maior contato
com nanoparticulas, as informacdes sobre sua seguranca nao tém avancado na mesma
proporcdo (MISSAOUI et al., 2020; GWINN et al., 2006). Apesar do potencial clinico, alguns
estudos indicam que as nanoparticulas sdo toxicas. Estes estudos demonstraram a capacidade
das nanoparticulas se acumularem nas células e induzirem toxicidade em alguns érgdos. Além
disso, com essa exposi¢cdo humana crescente surge a necessidade de estudos em relacdo a
seguranca do uso e o desenvolvimento de testes de toxicidade com as nanoparticulas
(MISSAQUI et al., 2020). O efeito toxico das nanoparticulas depende de alguns fatores como
a via de exposicdo, dose, concentracao, tempo e frequéncia (YANG et al., 2021). Além disso,
o tamanho dos nanomateriais também esta correlacionado com a sua toxicidade, a medida que

o tamanho das particulas diminui, a area superficial dos materiais aumenta e com isso,
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possibilita sintomas de intoxicacdo (JOHNSTON et al., 2012). Ja a toxicidade especifica de
cada 6rgdo, depende da via de administracéo e da sua distribuicdo sistémica (MISSAOUI et al.,
2020). A exposicao a nanoparticula pode ocorrer por ingestdo (CORNU et al., 2022), injecdo
(WILLHITE et al., 2014), inalacdo (HADRUP et al., 2020) e contato com a pele (DRENO et
al., 2019).

Ao atingirem a circulacdo sanguinea, as nanoparticulas podem ser distribuidas e
acumular-se em diversos 6rgdos como figado, baco, pulmdes e rins. No estudo de Missaoui
(2020) foi observado que elas podem acumular-se no cérebro se forem suficientemente
pequenas (<10 nm) e na barreira hematoencefalica se ndo estiver intacta. No entanto, embora
0s nanomateriais compartilnem o ponto em comum de serem pequenos, eles constituem uma
populacdo diversificada que pode variar em relagcdo ao seu tamanho, composicéo, carga, area
superficial, solubilidade, estrutura cristalina, quimica superficial e forma. Portanto, é
fundamental identificar as propriedades fisicas e quimicas de cada nanomaterial para entender
a toxicidade (JOHNSTON et al., 2012).

As nanoparticulas podem ser classificadas em organicas e inorganicas, com base na sua
composicao quimica. As organicas incluem principalmente polimeros, exossomos, lipossomas
e nanoparticulas a base de proteinas. As inorgénicas consistem em nanoparticulas de silica,
metalicas, a base de carbono, pontos quanticos e assim por diante (LIU et al., 2021). As
nanoparticulas a base de carbono vém ganhando destaque em aplicagdes biomeédicas, como na
entrega de medicamentos (LIU et al., 2020).

Um exemplo de nanoparticula composta por ligacdes de carbono ¢é o éxido de grafeno,
que é proveniente de uma unica folha de grafeno contendo a presenca de grupamentos
hidroxilicos, fendlicos e epoxidos no plano basal, e carboxilico nas bordas (DZIEWIECKA et
al., 2017) (Fig. 1). O 6xido de grafeno surgiu nos ultimos anos como um material versatil
demonstrando um enorme potencial para aplicacdes biomédicas multifuncionais devido as suas
propriedades fisico-quimicas (CHNG et al., 2014). Dentre as propriedades fisico-quimicas que
se destacam podemos citar a estrutura planar bidimensional controlavel, grande &rea superficial,
estabilidade quimica e mecénica, excelente condutividade e boa biocompatibilidade
(MOUSAVI et al.,, 2019). Além disso, ele possui grupos funcionais versateis, regides
hidrofobicas e periferias hidrofilicas (carater anfifilico), produz dispersdes estaveis em agua,
capacidade de atravessar facilmente as membranas celulares e pode ser produzido facilmente
em larga escala (GRILLI et al., 2022; DE MORAES et al., 2015).
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Figura 1: Estrutura molecular do 6xido de grafeno (A: Grupo epoxilico, B: Grupo hidroxilico,
C: Grupo carboxilico) (HORTA et al., 2022).

Devido suas propriedades Unicas, o 6xido de grafeno atua bem como nanomedicamento
e nanocarreador para biomoléculas (MOUSAVI et al., 2019) e como nanocomposto com alto
potencial antibacteriano quando sintetizado com a prata (DE MORAES et al., 2015). Pode atuar
também como agente fototérmico no tratamento de tumores, além disso, tem demonstrado
sucesso na producdo de imagens de fotoluminescéncia in vitro e in vivo em camundongos
devido a sua excelente fotoestabilidade, sendo uma vantagem sobre os corantes moleculares
(L1 etal., 2023).

O oxido de grafeno pode ser sintetizado por diferentes abordagens e fontes de carbono
gerando grande variabilidade na producédo. Essas variacdes produzem materiais com diferentes
tamanhos e grupos funcionais de superficie, alterando suas propriedades fisico-quimicas e seu
comportamento téxico (CHNG et al., 2014). O maior risco de exposicao ao 6xido de grafeno a
varias espécies cresceu juntamente com a producao e sua utilizacdo em diferentes campos. No
entanto, a grande maioria dos estudos estdo voltados as aplicacdes e poucos estdo avaliando a
seguranca do uso do Oxido de grafeno. Portanto, existe a necessidade da realizacdo de mais
estudos para compreender 0 impacto dessa exposi¢do nos seres vivos (GUO et al.,2022).

Em um dos poucos estudos encontrados na literatura, investigaram o efeito tdxico do
oxido de grafeno injetado por via intraperitoneal em ratos da linhagem Wistar. Foi verificado
que os niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP) e aspartato
aminotransferase (AST) foram alterados significativamente em animais tratados com a dose de

10 mg/kg e nas doses de 0,4 e 2 mg/kg ndo houve alteragdes significativas (NIRMAL et al.,
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2020). J& no estudo de Patlolla (2017), ratos da linhagem Sprague-Dawley receberam
tratamento com 6xido de grafeno por via oral. As doses de 20 e 40 mg/kg mostraram aumentos
significativos na inducdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), atividades de ALT, ALP,
concentracdo de hidroperoxido lipidico (LHP) e alteragdes morfologicas do tecido hepatico.
As pesquisa relatam que o uso indiscriminado desse nanomaterial pode apresentar
impacto negativo no meio ambiente e na salde humana, em especial ao sistema reprodutivo e
a saude fetal, j& que devido ao seu pequeno tamanho ha certa facilidade em atravessar a
membrana placentaria, e ainda, apresenta facil penetracdo e biocompatibilidade (FADEEL et
al., 2018; BROHI et al., 2017). Ao investigar a toxicidade do o6xido de grafeno na prenhez foi
constatado que a administracdo oral em camundongos nas doses de 10 e 40 mg/kg induziu
reabsorcdo embrionaria, morte fetal, baixo peso materno e fetal e alteracGes placentarias,
enguanto na dose de 2 mg/kg néo foi observado alteracdes significativas (LIU et al., 2021). No
estudo de Xu (2015), foram injetadas por via intravenosa nanofolhas de 6xido de grafeno
reduzido em camundongas ao final da gestacdo. Como resultado, os animais apresentaram
abortos quando submetidas as doses de 6,25 e 12,50 mg/kg, e morte na dose de 25 mg/kg.
Apesar de estudos terem o objetivo de avaliar a toxicidade dos nanomateriais da familia
do grafeno, ainda n&o existe o consenso sobre a toxicidade, visto que alguns desses estudos ndo
mostraram claramente riscos especificos, enquanto outros indicaram que eles podem oferecer
riscos para a saude (BIANCO, 2013). Dentre os estudos realizados, em geral ndo had um
procedimento padrdo para os testes em diferentes laboratorios e linhas de pesquisas, de modo
que comparacdes diretas e conclusdes definitivas ainda ndo podem ser feitas. Além disso, o
amplo uso de nanomateriais tem levantado preocupacdes sobre o impacto negativo na salde
humana. Esses fatos justificam a realizacdo de mais estudos deste nanomaterial no periodo
gestacional para avaliar sua seguranca e/ou possivel auséncia de efeitos toxicos. Diante o
exposto, a hipdtese desse trabalho € que a administracdo oral de éxido de grafeno durante a

prenhez de ratas ndo acarretara danos ao organismo materno, sendo seu Uso seguro.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:
Avaliar a toxicidade materna da administracdo de nanoparticula de éxido de grafeno

durante o periodo de prenhez.

2.3 Objetivos especificos:
Comparar os efeitos da administracdo do oxido de grafeno frente ao:
« Peso corpdreo materno;
« Consumo de &gua e racao;
« Pesos relativos dos 6rgdos maternos (rins, baco, figado, coracao);
« Parametros bioquimicos (proteinas totais, enzimas transaminases

hepaticas, creatinina e ureia).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao do 6xido de grafeno (OG)

O oxido de grafeno foi obtido através de uma parceria com o Laboratorio de Quimica do
Estado Sdlido localizado na Universidade Federal de Mato Grosso. A nanoparticula foi
sintetizada, em duas etapas, pelo método de Hummers modificado (JAURIS et al., 2016)
(Figura 2). Na primeira etapa, foi realizado a esfoliagéo, utilizando 500 mg de grafite, 235 mL
de acetona e 45 mL de agua deionizada, misturados em um baldo volumétrico e deixados no
ultrassom por 4 horas. Posteriormente, o material foi colocado em estufa a temperatura média
de 80 °C durante 6 horas, para a evaporacdo da acetona e obtencdo do grafite em po.

A segunda etapa consistiu em intensa agitacdo magnética em banho de gelo com a adicao
de 250 mg de nitrito de sédio e 16 mL de &cido sulfdrico (1 hora). Em seguida foram
adicionados 1,5 mg de permanganato de sédio e 50 mL de gelo na solucdo. Apds a adicdo do
permanganato de sodio, a solugdo foi para o banho-maria de glicerina a 30°C durante 12 horas,
depois foram adicionados 50 mL de gelo, 200 mL de &4gua deionizada e 3 mL de perdxido de
hidrogénio. Por fim, a mistura ficou em repouso para decantacdo por 12 horas, para a obtencao

do éxido de grafeno.

Grafite Oxido de grafite

o
E= wooc. ©
: 3 COOm
<'§ %’%« Oxidagdo o eS8 ’
IV\ = ) ) é ]
r 8 — coom
Qém Hummers o coom
wooc. ©

< — ~ Z o
=1 g
=

COOm

Oxido de grafeno

Figura 2: (adaptado) Representacdo esquematica do processo de oxidagdo do grafite para
formagdo do oxido de grafite, seguido da exfoliacdo para formacdo do oxido de grafeno
(OLIVEIRA & ZARDIN, 2013).
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3.2 Animais

Foram utilizados ratos machos e fémeas virgens da linhagem Wistar, em idade reprodutiva
(trés meses), com aproximadamente 220 gramas, adquiridos do Biotério da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP).

O manuseio dos animais e todos os procedimentos experimentais realizados nesse projeto
foram conduzidos de acordo com as diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovado pelo Comité de Etica em Uso de
Animais (CEUA-Araguaia) da UFMT (Ndmero do Protocolo: 23108.022228/2019-76). A

sequéncia experimental esta representada na Figura 3.

Ratas prenhes

Administracao via oral, diario, durante 21 dias de prenhez

Eutanasia das ratas no 21° dia de prenhez

Figado
Coragao
Rins
Baco

Laparotomia

Proteinas Totais
Ureia
Creatinina
ALT
AST

Figura 3: Sequéncia experimental.
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3.3 Periodo de adaptacdo

Os ratos foram aclimatados durante o periodo de sete dias no biotério do Laboratorio de
Fisiologia de Sistemas e Toxicologia Reprodutiva (FISIOTOX), localizado no Instituto de
Ciéncias Biologicas e da Saude no Campus Universitario do Araguaia da UFMT, sob
temperatura (22 + 5°C) e umidade (50 + 10%) controladas, fotoperiodo ciclo caro/escuro de 12
horas e &gua e racdo oferecidas a vontade. Neste periodo, eles permaneceram em caixas de

polipropileno, forradas com maravalha e com capacidade maxima de quatro animais por caixa.

3.4 Acasalamento

Ap6s o periodo de adaptacdo, as ratas foram separadas para acasalamento. Trés ratas
fémeas e um rato macho foram distribuidos em gaiolas de polipropileno forradas com
maravalha, durante o periodo noturno (ap6s as 17 horas) todos os dias. Na manha subsequente,
0s machos foram retirados das gaiolas e os esfregacos vaginais foram colhidos das fémeas pela
introdugdo de haste de algoddo embebido em &gua destilada. Apds a analise do material
depositado nas laminas em microscopio bioldgico, as confirmacdes de prenhez foram realizadas
pela presenca de espermatozoides e o diagnostico da fase estro do ciclo estral, sendo este
considerado o dia zero de prenhez (AFIUNE et al., 2017).

A fase de acasalamento teve duragdo méaxima de 15 dias, correspondendo a trés ciclos
estrais, tempo necessario até atingir o nimero de animais por grupo experimental. Os animais
gue ndo acasalaram neste periodo foram considerados estéreis e excluidos do experimento. As

ratas prenhes foram incluidas nos grupos experimentais.

3.5 Grupos experimentais
As ratas prenhes foram distribuidas de maneira aleatéria em trés grupos experimentais,
com 12 animais em cada grupo:
» Controle: Ratas prenhes receberam agua filtrada, simulando o tratamento dos outros
grupos;
» Grafeno 2.5: Ratas prenhes receberam doses de 2,5 mg/kg de nanoparticulas de 6xido de
grafeno;
+ Grafeno 5.0: Ratas prenhes receberam doses de 5,0 mg/kg de nanoparticulas de 0xido de

grafeno.

3.6 Periodo de prenhez e administracéo do 6xido de grafeno
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Os animais receberam agua ou 6xido de grafeno por via oral (gavage) no periodo da manha
durante todo o periodo experimental, até 0 21° de prenhez, sendo o volume ajustado diariamente
conforme o peso corporeo individual. Peso corpéreo, consumo alimentar e ingestdo hidrica

foram avaliados diariamente durante todo o experimento.

3.7 Obtencao dos dados toxicoldgicos maternos

No 21° dia de prenhez, as ratas foram anestesiadas com tiopental sodico (Thiopentax® -
dose de 120 mg/kg de peso corporal) e mortas por decapitacdo para obtencdo de sangue para
andlises bioquimicas. Em seguida, foi realizada a laparotomia para retirada e pesagem dos
0rgdos maternos.

Peso relativo de 6rgéos: No final do periodo experimental o coracéo, figado, baco, rim
direito e esquerdo foram retirados e pesados em balanca analitica. O calculo do peso relativo
foi estabelecido pela relagdo do peso de cada 6rgdo pelo peso corporal final menos o peso do
Utero gravidico da rata e multiplicado por 100. Os resultados foram expressos em gramas/100
gramas de peso vivo (g/100 g p.v.) (LEAL-SILVA et al., 2023).

Parametros bioquimicos: Apds a coleta do sangue total, uma aliquota deste material foi
centrifugada a 3.500 rpm, 4°C e, desta forma, o soro foi coletado e armazenado a -20 °C.
Posteriormente, o soro foi utilizado para dosagem das concentragcdes de proteinas totais pelo
método colorimétrico e de ureia e creatinina pelo método cinético. As atividades de alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) foram dosadas, também utilizando
0 soro, por método cinético enzimatico (UV/otimizado). As dosagens bioquimicas foram

realizadas utilizando kits comerciais.

3.8 Andlise estatistica

Para comparacao dos valores médios foi realizada a Analise de Variancia, seguida do pos-
teste de ComparacBes Mdltiplas de Tukey. Foi considerado como nivel de significancia
estatistica o limite de 5% (p<0,05).
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4. RESULTADOS

A Figura 4 mostra o peso corpdéreo materno durante o periodo experimental (dia 0 ao 21°
de prenhez). As ratas de todos 0s grupos apresentaram aumento gradual no peso corpéreo
durante a prenhez. No entanto, ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais

em nenhum dos momentos analisados.
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Figura 4: Peso corp6reo materno de ratas administradas com nanoparticulas de 6xido de

grafeno ou agua durante a prenhez.

Dados apresentados como média e desvio-padréo (n = 12 animais/grupo).
p > 0,05 — sem diferenca estatistica (ANOVA seguido de teste de comparagdes multiplas de Tukey).

Na figura 5 observa-se 0 consumo de ra¢do materno durante o tratamento (dia 0 ao 21°
de prenhez). Apesar de uma diminuicdo do consumo alimentar nos dois grupos tratados com o
oxido de grafeno no dia 21, ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos experimentais,

em nenhum dos dias observados.
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Figura 5: Consumo de racdo de ratas administradas com nanoparticulas de dxido de grafeno

ou 4gua durante a prenhez.

Dados apresentados como média e desvio-padréo (n = 12 animais/grupo).
p > 0,05 — sem diferenca estatistica (ANOVA seguido de teste de comparagdes multiplas de Tukey).

Em relacéo a ingesta hidrica, a Figura 6 mostra o consumo das ratas prenhez durante o0s
21 dias de tratamento. Houve aumento na ingestdo de agua durante a avanco da gestacédo,

porém, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos nos diferentes momentos analisados.
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Figura 6: Consumo de &dgua de ratas administradas com nanoparticulas de 6xido de grafeno ou
agua durante a prenhez.

Dados apresentados como média e desvio-padréo (n = 12 animais/grupo).

p > 0,05 — sem diferenca estatistica (ANOVA seguido de teste de comparagdes multiplas de Tukey).

A Figura 7 mostra o peso relativo dos érgdos analisados (coracdo, figado, baco e rins). A
administracdo do éxido de grafeno, nas duas doses, ndo alterou o peso relativo de nenhum dos

6rgdos comparado ao grupo controle.
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Figura 7: Peso relativo (g/100 g) do coracdo (A), figado (B), baco (C) e rins (D) de ratas

administradas com nanoparticulas de 6xido de grafeno ou agua durante a prenhez.

Dados apresentados como média e desvio-padrdo (n = 12 animais/grupo).

p > 0,05 — sem diferenga estatistica (ANOVA seguido de teste de comparacdes multiplas de Tukey).

Ja a Figura 8 mostra as analises bioquimicos realizadas (proteinas totais, AST, ALT, ureia

e creatinina). Nao houve diferenca significativa entre os grupos administrados com o 6xido de

grafeno e o grupo controle, em relagéo aos parametros analisados.
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Figura 8: Andlises bioguimicas proteinas totais, alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), ureia e creatinina de ratas administradas com nanoparticulas de 6xido

de grafeno ou 4gua durante a prenhez.

Dados apresentados como média e desvio-padrdo (n = 12 animais/grupo).

p > 0,05 — sem diferenga estatistica (ANOVA seguido de teste de comparagdes multiplas de Tukey).



5. DISCUSSAO

Devido as suas caracteristicas quimicas e fisicas, o 6xido de grafeno é um
nanomaterial promissor com inimeras aplicacdes e que tem contribuido em diversos
campos (MOUSAVI et al., 2019; DE MORAES et al., 2015; CHNG et al., 2014). Com
0 crescente uso dessa nanoparticula, surge a necessidade de estudos utilizando modelo
animal para estabelecer doses seguras, diminuindo os possiveis riscos para a saude
humana (GUO et al., 2022). Além disso, é imprescindivel investigar a seguranca do uso
do éxido de grafeno durante o periodo gestacional, ja que as nanoparticulas podem, além
de induzir toxicidade materna, atravessar a membrana placentéria e induzir toxicidade
fetal (L1U et al., 2021).

Nesse estudo foi investigado a toxicidade do uso oral do 6xido de grafeno em
ratas prenhes, com o intuito de averiguar a seguranca da nanoparticula durante o periodo
gestacional. Foram analisados peso corpéreo, consumo de agua e racdo e peso dos
Orgdos vitais maternos. Dentre as analises bioquimicas foram realizadas dosagens de
creatinina, ureia, ALT, AST e proteinas totais. Ao final do estudo, foi constatado que
nenhum dos pardmetros analisados apresentou diferenca entre 0s grupos que receberam
o0 6xido de grafeno (2,5 e 5 mg/kg) e 0 grupo que recebeu agua. Para esse trabalho foram
estabelecidas doses de 2,5 mg/kg e 5 mg/kg com base no estudo de Liu (2021), no qual
as maiores doses de 10 mg/kg e 40 mg/kg induziram complicacdes na prenhez de
camundongos, enquanto a menor dose de 2 mg/kg ndo apresentou alteracfes
significativas.

Ao longo dos 21 dias de administracdo do nanomaterial, os animais foram
observados e ndo apresentaram sinais e sintomas que indicassem toxicidade. Alguns
sinais clinicos indicativos de toxicidade em estudos com animais sdo piloerecédo, olhos
semicerrados e diminuicdo da atividade motora (SILVA et al., 2021). A avaliacdo do
peso corpdreo e do consumo de gua e racao sdo outros parametros que comumente se
apresentam alterados quando um tratamento induz toxicidade (LIU et al., 2021; BEYER
et al., 2010; RAZA et al., 2002). No presente estudo, ndo houve diferenca de peso
corporeo e no consumo de agua e racao entre 0s grupos experimentais nos diferentes
momentos da prenhez, sugerindo que a administragdo ndo induziu toxicidade materna.

Um aumento progressivo de ganho de peso materno durante a gravidez é

esperado, j& que nesse periodo ocorrem o desenvolvimento fetal e dos anexos
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embrionarios, e adaptacdes do organismo materno, sendo caracterizadas por anabolismo
no inicio e catabolismo no final da gestacdo (RUDGE et al., 2000). Entretanto, a
administracdo de algumas substancias pode ocasionar toxicidade materna e interferir
nessa progressao de peso materno. Segundo a Environmental Protection Agency (US
EPA, 1996), a reducdo na massa corporal ou reducdo no ganho de massa pode refletir
uma variedade de respostas, incluindo anorexia induzida pelo tratamento ou toxicidade
sistémica. Além disso, no periodo gestacional, diminui¢do no peso ou na quantidade de
fetos também pode afetar o ganho de peso materno. No presente estudo ndo houve
alteracdo do consumo alimentar e hidrico, e no peso e quantidade de fetos vivos (dados
ndo-mostrados) nos animais que receberam oxido de grafeno, o que acarretou em ganho
de peso materno similar em todos 0s grupos.

Alteracbes no peso dos 6rgdos vitais também sdo indicativos de toxicidade
indireta de um tratamento (RAZA et al., 2002). Aumento do peso do figado e/ou dos
rins poderia indicar alteracGes no funcionamento desses 6rgdos, uma vez que Sdo 0S
mais afetados quando um tratamento causa toxicidade em animais experimentais
(MAALEJ et al., 2017). Além disso, 0s nanomateriais ao entrar na corrente sanguinea
e, devido ao seu tamanho, podem se acumular em algum 6rgao, sendo o figado o
principal alvo (GAISER et al., 2013). Na avaliacdo do peso do figado, coracéo, baco e
rins ndo houve diferenga entre 0s grupos experimentais, indicando que a nanoparticula
ndo afetou a massa desses 6rgaos.

Para avaliar o estado fisioldgico dos animais foi realizado o perfil bioquimico do
sangue, que possibilita verificar se houve interferéncia na administragéo da substancia
utilizada (MESSIAS et al., 2010). Dentre os parametros bioquimicos, a dosagem de
proteinas totais ndo apresentou diferenca entre 0s grupos experimentais. As proteinas
totais sdo essenciais para a manutencdo da pressdo osmética e tém diversas funcdes no
organismo, o que inclui acdo enzimatica, hormonal, autoimune, fatores de coagulacéo,
e de transporte através de suas ligacdes no sangue com substancias hormonais ou nao-
hormonais. Sua dosagem fornece um bom parametro para a avaliacdo do estado
nutricional e para a presenca de alteragdes sistémicas severas (NAOUM et al., 2007).

As dosagens de creatinina e ureia plasmaticas também fornecem informac6es
fisioldgicas relevantes, ja que sdo amplamente utilizadas como indicadores de alteracdo
na funcdo renal (KOVALCIKOVA et al., 2018). A creatinina é um metab6lito da

fosfocreatina e em circunstancias fisioldgicas é constantemente excretado pelos rins. A
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ureia € produzida pelo figado e também excretada pelos rins. Entretanto, o uso da
creatinina e da ureia como biomarcadores de funcdo renal é limitado, visto que,
dependendo da proporc¢édo da lesdo renal pode ndo ocorrer alteracdo nos niveis séricos
da creatinina (KASHANI et al., 2020; WAIKAR & BONVENTRE, 2007). Para isto,
estudos histologicos do tecido renal podem fornecer mais dados sobre os efeitos de
substancias sobre o0s rins. A administragdo da nanoparticula ndo alterou os niveis séricos
de creatinina e ureia. Aliado a este resultado, o peso dos rins ndo apresentou alteracdo
entre os grupos, sendo indicativo que a administracdo de 0xido de grafeno ndo causou
comprometimento da funcdo renal. Como os resultados mostram que ndo houve
alteracdo renal, optamos por ndo fazer a histologia dos rins.

As enzimas transaminases hepaticas (ALT e AST) sdo comumente usadas na
pratica clinica, principalmente para identificar alteracdes no funcionamento do figado.
Ambas estdo amplamente distribuidas nos tecidos, principalmente naqueles com alta
atividade metabdlica, como o figado, coragdo, musculo e cérebro e uma pequena
guantidade dessas enzimas é derramada no plasma sanguineo. A ALT tem sua origem
predominantemente citoplasmatica, fazendo com que se eleve rapidamente apos leséo
no figado, sendo um sensivel marcador de lesdo celular hepatica (NAOUM et al., 2007).
Quando ocorre uma les@o no figado, os hepatocitos danificados liberam ALT e AST no
espaco extracelular e aumentam os niveis séricos dessas enzimas (OZER et al., 2008).
N&o houve alteracdes estatisticas nos niveis séricos das transaminases hepaticas e nem
no peso relativo do figado, contribuindo com a hipotese que a nanoparticula ndo induziu
alteracOes hepaticas.

As limitacOes desse estudo foram avaliar a seguranga da administracdo da
nanoparticula apenas materna, ja que perdas pré e pds-implantacdo também seriam
indicativos que a administracdo do 6xido de grafeno induziu toxicidade materna
(DAMASCENQO et al., 2008). Entretanto, esses parametros estéo sendo investigados em
outros trabalhos colaborativos do grupo de pesquisa. Além disso, a avaliacdo de poucos
parametros bioquimicos, j& que outras dosagens poderiam acrescentar mais informagées
na avaliagdo do estado fisioldgico dos animais. Ja os pontos fortes desse estudo foram
contribuir com as pesquisas que investigam a seguranca das nanoparticulas no periodo
gestacional, aléem de fornecer a hipotese que administracdo oral do 0xido de grafeno é
segura nas doses testadas. Em trabalhos futuros esses dados podem ajudar a estabelecer

doses seguras do uso oral dessa nanoparticula no periodo gestacional.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que a administracdo oral do éxido de
grafeno durante a prenhez, nas doses de 2,5 e 5,0 mg/kg, ndo apresentou toxicidade

materna. Isso indica que nessas condi¢des seu uso € seguro durante a gestagéo.
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