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Resumo

Estudos recentes demonstram que o cobre complexado com o acido etilenodiaminotetracético, ([Cu(EDTA)]?), apresenta
letalidade sobre larvas de Aedes aegypti. Este composto pode ter uma liberagdo lenta e gradativa quando complexado em
nanocapsulas de goma/gelatina/quitosana, o que pode limitar sua toxicidade para o ambiente. No entanto, a genotoxicidade
do [Cu(EDTA)]? ainda ndo estd totalmente elucidada. Para avaliar o potencial mutagénico do [Cu(EDTA)]?, analisamos a
frequéncia de micronticleos no sangue periférico de camundongos e peixes submetidos a [Cu(EDTA)]?livre e nanoencapsulado.
A carcaca dos peixes foi avaliada por espectrometria de massa para quantificar o cobre tecidual. Em camundongos a frequéncia
de micronucleos nos animais expostos ao [Cu(EDTA)]? na forma livre foi significativamente maior em relagdo aos animais
submetidos a forma nanoencapsulada. Em peixes, somente o [Cu(EDTA)]?livre foi capaz de induzir aumento na frequéncia
de micronucleos. A analise espectrométrica demonstrou acimulo de ions cobre no figado nos grupos de peixes estudados, com
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. Nas branquias dos peixes ndo foram observadas diferengas na concentragao
de cobre entre os grupos e ainda, o contetido de cobre foi significativamente menor em relagdo ao encontrado no figado. Os
resultados sugerem que o [Cu(EDTA)]? livre pode induzir efeitos mutagénicos em mamiferos, porém o nanoencapsulamento
parece conferir maior seguranga ao produto devido a sua liberagdo mais lenta.

Palavras-chave: Camundongos; Edetato de Cobre; Mutagenicidade; Nanocapsulas; Peixes; Teste do Micronucleo.

The mutagenic effect of the free and nanoencapsulated Cooper edetate in mice and fish

Abstract

Recent studies show that copper complexes with ethylenediaminetetraacetic acid ((Cu(EDTA)]?), is lethal for Aedes aegypti
larvae. This compound may have a controlled release when nanocapsules complex in gum/gelatin/chitosan, which may limit
their toxicity to the environment. However, the genotoxicity of [Cu(EDTA)]? is not fully elucidated. To assess the mutagenic
potential of [Cu(EDTA)]?, we analyzed the frequency of micronuclei in peripheral blood of mice and fish subjected to free and
nanoencapsulated [Cu(EDTA)]2. The carcass of the fish was assessed by mass spectrometry to measure tissue copper. In mice,
the frequency of micronuclei in animals exposed to free [Cu(EDTA)]?* was significantly higher in the animals submitted to
the nanoencapsulated form. In fish, only the free [Cu(EDTA)]? was able to induce increased frequency of micronuclei. Mass
spectrometric analysis showed copper accumulation in the fish’s liver studied, with significant difference in the control. In the
gills of fish were not observed differences in copper concentration between the groups and the copper content was significantly
lower than that found in the liver. The results suggest that free [Cu(EDTA)]? can induce mutagenic effects in mammals, but
the nanoencapsulated seems to give more security to the product due to its slower release.

Keywords: Copper edetate; Fish; Micronucleus Test; Mouse; Mutagenicity; Nanocapsules.
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INTRODUCAO

O estresse oxidativo ¢ uma condi¢do bioldgica de
desequilibrio entre os sistemas antioxidantes e pré-oxidantes
prevalecendo a acdo deletéria de espécies reativas de oxigénio
(ERO) tais como o anion superoxido (O,7), o peroxido de
hidrogénio (H,0,), o radical hidroxila (OH) e o oxigénio
singlete (O,), que podem causar danos a estrutura de
biomoléculas como DNA, lipidios, carboidratos e proteinas.
Metais de transi¢do como os ions Cu*? atuam em ciclo redox
produzindo espécies reativas de oxigénio (Stohs & Bagchi,
1995). Esses metais em altas concentragdes no solo ou meio
aquatico constituem um grave problema ambiental, devido aos
seus efeitos deletérios, como alta toxicidade, capacidade de
bioacumulagio e potencialidade de induzir danos ao material
genético (genotoxicidade e mutagenicidade) (Pra et al., 2006;
Sanchez-Chardi et al., 2008).

Assim como outros animais, insetos aquaticos ou de fase
larval aquatica e seus ovos sdo sensiveis a metais de transicao,
pois estes alteram a embriogénese, o desenvolvimento larval
¢ a pupacdo, causando alteracdes na dindmica da eclosdo,
locomog¢do, postura e acasalamento (Hare, 1992). Rayms-
Keller et al. (1998) demonstraram que a concentragdo letal
(CL90) para larvas de terceiro instar de Aedes aegypti € de 64
mg L' apds 24 horas de exposigdo aos ions cobre, Cu™. Estudos
recentes demonstraram que o ion cobre, quando complexado
com o acido etilenodiaminotetracético (EDTA) para formar o
ion complexo [Cu(EDTA)]?, apresenta letalidade sobre larvas
de terceiro instar de Aedes aegypti, cuja CL90, ¢ de 127,5 mg
L' (concentracdo de ion cobre equivalente a 12,8 mg L)
(Arruda et al., 2010).

O desenvolvimento de formulagdes que permitam a
liberacdo controlada de substancias quimicas em sitios
especificos, visando maior eficicia e diminui¢do de efeitos
toxicos, tem recebido grande atengdo nos ultimos anos. Nesse
sentido, ananotecnologiaoferece recursos paraamplaaplicacao
tecnolégica principalmente na industria farmac€utica e na
indtstria de nanomateriais. As nanocéapsulas sdo particulas
coloidais poliméricas com tamanho inferior a 1 pm, utilizadas
como carreadores de substincias quimicas e que utilizam
membranas biodegradaveis, inertes e estaveis, como quitosana
e gelatina (Middleton & Tripton, 1998). A principal vantagem
das nanocapsulas ¢ a capacidade de modificar a penetragao nas
células das substancias a elas associadas. Um fator que parece
favorecer o processo de internalizagdo ¢ a carga de superficie
da quitosana que compde a nanocapsula. Harush-Frenkel et
al. (2007) mostraram que a carga positiva de um encapsulante
¢ responsavel por conferir maior absor¢ao do produto por uma
via mediada pela proteina clatrina.

Sendo o [Cu(EDTA)]? um candidato potencial para o
controle de insetos vetores, ¢ necessario que se conhega o
potencial efeito genotoxico frente a animais que possam entrar
em contato com o produto. Nesse contexto, o objetivo deste
trabalho foi analisar o efeito mutagénico induzido em células
do sangue periférico de peixes e camundongos apds exposi¢ao
a diferentes concentragdes de [Cu(EDTA)]? na forma livre
e nanoencapsulada por meio do teste de microntcleos. Um
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ensaio complementar de espectrometria de massa atomica foi
realizado nos 6rgaos dos peixes para quantificar a deposigdo
do cobre em diferente tecidos biologicos.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos com camundongos e peixes foram
realizados de acordo com as praticas internacionais para uso
e cuidado com animais e aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UCDB (protocolo n.® 019/2008).

Animais Experimentais

Camundongos fémeas da linhagem Swiss pesando entre
24 e 33 g, com idade entre 7 e 9 semanas, foram obtidos
do biotério da Universidade Catélica Dom Bosco (UCDB),
Campo Grande, MS. Antes dos testes, os camundongos
foram aclimatados por 7 dias em condigdes controladas (22
+ 2°C, 60 = 10% de umidade e fotoperiodo de 12 h claro/
escuro), recebendo rago e dgua ad libitum. Apos o periodo de
aclimatagao, foram agrupados randomicamente e identificados
como grupos controle e teste.

Foram utilizados peixes da espécie Prochilodus lineatus
(Valenciennes, 1836), obtidos comercialmente, com idade
aproximada de 3 semanas, peso corporal médio de 69,5
+ 8g e comprimento médio de 17,2 = 1,lcm. Os animais
foram aclimatados por 6 dias em aquérios com agua natural
desclorificada com temperatura controlada de 23 + 1°C,
aeracgdo constante e pH 6,93 +0,13. Durante este periodo foram
alimentados a cada 48 horas com ragao comercial peletizada,
sendo esta suspensa 24 horas antes do inicio do experimento.
Apbs aclimatacdo, os peixes foram divididos em trés aquarios
(7g peixe L"), mantidos com agua natural constantemente
aerada, desclorificada, em temperatura controlada de 23 + 1°C
epH 6,98 + 0,11, determinado duas vezes ao dia em analisador
de pH de bancada QUIMIS.

Sintese do [Cu(EDTA)J?

O ion complexo [Cu(EDTA)]? foi obtido a partir de
rea¢do de complexacdo do sulfato de cobre pentahidratado,
CuSO0,.5H,0 (Vetec Quimica Fina, RJ, Brasil) e sal tetrassodio
de EDTA Na,EDTA (Trilon B, BASF) na relagdo molar de
1:1 com ajuste da solugdo para pH 6,5, onde 100 mg L' de
[Cu(EDTA)]? contem 10 mg L' de ion Cu. O [Cu(EDTA)]?
livre foi disponibilizado na forma de po.

Sintese das nanocdpsulas com [Cu(EDTA)]*

Foram utilizadas nanocéapsulas revestidas com goma/
gelatina/quitosana. O processo de um jon metalico complexado
com uma molécula carreadora (nanoencapsulamento) ¢ uma
metodologia inovadora. O processo de encapsulamento para
obtenc¢do das nanocapsulas com o ion complexo [Cu(EDTA)]?
encontra-se sob solicitagdo do processo de patente e foi realizado
em cooperagdo com a empresa Mikron Microcapsules Ltda., Sdo
Paulo, Brasil. As capsulas foram elaboradas de forma a conter
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50% m/m de [Cu(EDTA)]? incluso e 50% m/m dos polimeros
utilizados. Vale ressaltar que 375 mg L' de [Cu(EDTA)]?
em nanocapsulas corresponde a 10 mg L' de ion Cu™. As
nanocapsulas foram disponibilizadas em veiculo gelatinoso.
As nanocapsulas de [Cu(EDTA)]? apresentam didmetro
entre 240 e 250 nm, sdo instaveis e se coalescem devido ao
movimento browniano para formagdo de agregados, pois nido
foram reticuladas para ndo afetar os experimentos, uma vez que
o agente reticulante ¢ o aldeido. A distribuicao de tamanho das
particulas foi determinada por difracdo a laser (Laser Scattering
Spectrometer Mastersizer S, modelo MAM 5005 - Malvern
Instruments Ltd., U.K), em agua com ultrassom acoplado ao
equipamento para aumentar a dispersibilidade da amostra.
As leituras das amostras foram obtidas a temperatura de 20 +
0,2 °C no intervalo de 0,05 a 900 micra. O espectro de curva
gaussiana polidispersa no intervalo de 0,1 a 20 micra foi obtido
para nanocapsulas recém preparadas. Apds 180 dias uma nova
leitura mostrou distribui¢@o no intervalo de 10 a 900 micra.

Delineamento Experimental

Asconcentra¢des do [Cu(EDTA)]?livre enanoencapsulado
empregadas nos ensaios foram baseadas no trabalho de
Arruda et al. (2010), que demonstraram que 127,5 mg L' de
[Cu(EDTA)]"livre apresenta efeito letal (CL,) sobre larvas de
A. aegypti. Determinamos entdo 100 mg L' de [Cu(EDTA)]*?
livre como a menor dose a ser testada em nossos ensaios.
Para determinacdo das concentragdes do [Cu(EDTA)]?
nanoencapsulado, levamos em consideracao a quantidade de
ions Cu™ presentes nos compostos. Considerando que 100
mg L' do [Cu(EDTA)]? livre contem 10 mg L' de ion Cu*? e
que 375 mg L' de [Cu(EDTA)]? nanoencapsulado apresenta
a mesma quantidade desse ion, essas concentragdes foram
adotadas no trabalho, fornecendo aos animais experimentais
a mesma quantidade de Cu*. Visando avaliar o efeito de
concentragdes acima daquelas indicadas no controle de
vetores, foram empregas doses 10 vezes maiores de cada
composto nos ensaios com camundongos.

Dez grupos de cinco camundongos foram usados
nos experimentos. Quatro grupos foram submetidos ao
tratamento por gavagem (0,1 mL 10 g de peso corporal) com
administragéo unica de [Cu(EDTA)]? livre (100 ¢ 1000 mg
L') e [Cu(EDTA)]? em nanocapsulas (375 e¢ 3750 mg L)
ambos diluidos em agua. Apoés 72 horas da administragao
dos compostos foi realizada a avaliagdo da frequéncia de
micronucleos.

Outros quatro grupos foram expostos aos mesmos
compostos, nas mesmas concentragdes, os quais foram
colocados nos bebedouros e fornecidos a vontade (ad libitum)
aos animais durante 72 horas. O grupo controle positivo
recebeu ciclofosfamida (CP; 50 mg Kg' i.p) diluida em
dgua destilada, 72 horas antes da avaliacdo da frequéncia de
micronucleos, enquanto o controle negativo recebeu apenas
agua. Para os ensaios, 10 pL de sangue foram coletados da veia
caudal dos camundongos de todos os grupos, para confeccao
dos esfregagos e analise da frequéncia de micronucleos.
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Para os experimentos em peixes, trés aquarios, com seis
animais em cada um, receberam respectivamente: solucao
aquosa de [Cu(EDTA)]?livre (100 mg L"), solugdo aquosa de
[Cu(EDTA)]? nanoencapsulado (375 mg L') e apenas agua
(controle negativo) em ambiente estatico por 72 horas. Durante
0 experimento, 0s peixes permaneceram em jejum. Apds esse
periodo, os peixes foram anestesiados com benzocaina (0,1 g
L") e imediatamente se fez a coleta de amostra de sangue por
meio de puncao cardiaca. Em seguida, a medula espinhal foi
seccionada erealizada aretirada de branquias e figado, os quais,
juntamente com o restante da carcaga foram imediatamente
pesados, identificados e congelados em ultra-freezer (-80°C)
e depois em nitrogénio liquido para o processo de liofilizacao
e quantificacdo do contetido de cobre por espectrometria de
absor¢ao atdmica.

Teste do microniicleo

O teste de microntcleos foi realizado em sangue periférico
de acordo com Schmid, 1973 e Heddle, 1973. Os esfregacos,
tanto de camundongos quanto de peixes, foram fixados em
etanol 80% por 10 minutos ¢ corados com Giemsa 10%. Duas
laminas foram preparadas para cada animal e codificadas para
analise as cegas. Quatro mil eritrocitos policromaticos foram
contados para cada exemplar. As ldminas foram analisadas
em aumento de 1.000 x com 6leo de imersdo em microscopio
otico (Nikon Eclipse-200). Os dados foram expressos como
frequéncia de micronucleos por 1.000 células.

Determinacio de Cu* na dgua, érgios e carcagas dos
peixes

Depois de congeladas, as amostras de figado, branquias
e carcacas (cabega, musculos, demais visceras e 0ssos)
dos peixes foram colocadas em camara de liofilizagdo para
sublimagao da agua por 48 horas. A cada 8 horas, as amostras
foram pesadas e recongeladas em nitrogénio liquido até
obtencdo de massa constante e entdo foram acondicionadas
em frascos de vidro lacrados para analise espectrofotométrica
de absor¢do atomica. Amostras em triplicatas de aguas dos
aquarios (30 mL) foram recolhidas ap6s 24, 48 e 72 horas
do experimento e também passaram pelo mesmo processo de
liofilizagdo antes de serem encaminhadas para espectrometria,
segundo Vandhoe ef al., 1989.

Ao término da liofilizacdo, as amostras foram levadas
a placa quente a 100 °C em capela para a digestdo acida
com adigdo 2 mL de HNO, ultrapuro e concentrado e 2 mL
de 4gua oxigenada a 30% e aquecidas até a clarificagdo. O
material digerido foi filtrado em papel de filtro quantitativo e
avolumado com agua deionizada até o volume final de 25 mL.
A concentrag@o dos metais foi determinada por espectrometria
de absorcdo atomica em chama (FAAS) e forno de grafite
(GFAAS). As quantificagdes por absor¢do atdmica foram
obtidos no equipamento SHIMADZU, modelo AA 6800
do Instituto de Biociéncias da UNESP de Botucatu-SP. As
medidas foram realizadas em triplicata para cada amostra
e solugdes padrdo. Os calculos do conteudo dos metais nas
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amostras liofilizadas foram baseados na reta de calibragao
obtida a partir das solu¢des padrao.

Anadlise estatistica

As analises estatisticas foram executadas pelo programa
GraphPad Prism 5.0. Os valores estdo expressos como media
+ desvio-padrdo. Os dados foram comparados entre os efeitos
dos produtos com concentragdes diferentes ¢ as diferentes
formas de exposigdo pelo teste Anova de uma via ¢ pos teste
de Bonferroni. Para as andlises foi considerado um erro de
tipo I de 0,05 (o = 0,05).

RESULTADOS

A avaliagdo da frequéncia de micronticleos em eritrocitos de
camundongos expostos ao [Cu(EDTA)]? livre e nanoencapsulado
foi realizado 24, 48 ¢ 72 horas apds os tratamentos. Nossos
resultados demonstram que, apos 24 horas dos tratamentos,
a frequéncia de micronucleos foi maior nos grupos tratados
em relagdo aos animais controle, com aumento apds 48 h e
mantendo-se constante apds 72 h. Em todos os tempos analisados
a frequéncia de micronticleos apresentou padrdo similar, onde
os grupos tratados com [Cu(EDTA)]? livre e nanoencapsulado
apresentaram maior nimero de microntcleos em relacdo ao
grupo ndo tratado. Do mesmo modo, em todos os tempos,
o [Cu(EDTA)]? livre foi capaz de induzir maior frequéncia
de micronicleos em relagdo ao composto nanoencapsulado
(dados nao mostrados). Diante desses resultados, os demais
experimentos foram conduzidos apds 72 horas do tratamento
com o [Cu(EDTA)]? livre e nanoencapsulado.

Nossos resultados demonstram que a frequéncia de
micronucleos em camundongos, avaliada ap6s 72 horas de
exposicdo aos compostos, foi maior nos grupos tratados com
[CW(EDTA)]? em relagdo ao grupo controle (Fig. 1), porém
apenas no grupo tratado com [Cu(EDTA)]? livre administrado
por gavagem foi observado efeito mutagénico dose-dependente
(p <0,025). A frequéncia média de micronticleos encontrados no
grupo controle positivo foi de 5,0 & 0,87 para cada 1000 eritrécitos
analisados. Estes valores mostram a validag¢ao dos experimentos.

A forma encapsulada do [Cu(EDTA)]? apresentou menor
efeito mutagénico que a forma livre, em todos os grupos
tratados. Nao foram observadas diferencas entre os grupos de
animais tratados com a forma nanoencapsulada, ao contrario
do que se observou nas formas livres, onde 100 mg L' de
[Cu(EDTA)]? por gavagem induziu menor frequéncia de
micronucleos que 100 mg L' ad libitum e menor que 1000 mg
L por gavagem e ad libitum (Figura 1).

Quando avaliamos o consumo de agua dos grupos,
observamos que o grupo dos animais controle, que recebeu
apenas agua, ingeriuum volume médiode 26,1+ 1,8 mL de dgua
dia' (5,22 mL animal™ dia™'). Esse volume foi similar & média
da ingestdo do grupo que recebeu as diferentes formulagdes
de [Cu(EDTA)]?por meio da agua dos bebedouros (24,6 + 1,4
mL dia! ou cerca de 4,92 mL animal' dia'), demonstrando
que ndo houve diferenga estatisticamente significativa no
consumo de agua durante o periodo avaliado entre os grupos.

Jacobowski et al.

= Gavagem
£ Bl Ad libitum

dok

Sk
44 o ok
2-| | ‘ I '
0

agua 100 100 1000 1000 375 375 3750 3750 mglL’

Microntcleos 1000 células™

[CU(EDTA)]? livre [CU(EDTA)]? nanocapsulas
Figura 1 — Frequéncia de micronucleos em hemacias de camundongos
apos tratamento com [Cu(EDTA)]? livre e nanoencapsulado. O grupo

gavagem foi exposto a uma Unica administragdo 72 horas antes da coleta
das amostras. O grupo ad libitum foi exposto continuamente aos compostos
durante 72 horas. Dados expressos como média + desvio padrao. N=5
camundongos. **p < 0,001 em relacdo a agua; *p < 0,01 em relacao a agua;
£p < 0,001 em relagdo a 100 mg L' [Cu(EDTA)?] livre por gavagem; # p
<0,01 em relagao a 100 mg L' [Cu(EDTA)?] livre por gavagem. ANOVA
com pos-teste comparativo de Bonferroni.

Os animais expostos aos compostos ad libitum, devido a
oferta constante (72 horas) dos compostos, ingeriram cerca
de 65 vezes mais cobre que aqueles que foram tratados por
gavagem em administracdo Unica (Fig. 2).

Apesar da diferenca significativa na ingestdo de ions
cobre entre os grupos, ndo foram observadas diferengas
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Figura 2 — Consumo total de ions Cu'? nos grupos de camundongos tratados
com [Cu(EDTA)]? livre e nanoencapsulado pelas vias de administragéo
ad libitum e por gavagem durante o experimento. Dados expressos como

média + desvio padrdao. N= 5 camundongos. *p < 0,001 em relagdo a

100 mg L' [Cu(EDTA)]? ad libitum; # p < 0,001 em relagdo a 375 mg

L' de Cu[EDTA]? ad libitum; **p<0,001 em relagdo a 100 e 375 mg

L' [Cu(EDTA)]? ad libitum. ANOVA com pds-teste comparativo de
Bonferroni.
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estatisticamente significativas na frequéncia de micronticleos
entre os grupos que receberam [Cu(EDTA)]2 nanoencapsulado
por gavagem e ad libitum , conforme demonstrado na Figura 1.

Quando avaliamos a frequéncia de micronicleos em
peixes (Prochilodus lineatus) (Fig. 3), observamos que o0s
peixes expostos ao [Cu(EDTA)]? na forma livre apresentaram
aumentosignificativo (p<0,001)nontimerodemicronticleosem
relagdo aqueles do grupo controle e expostos ao [Cu(EDTA)]*
nanoencapsulado, sugerindo que o nanoencapsulamento ¢
capaz de limitar o efeito mutagénico em peixes.

Com o intuito de avaliar se houve absor¢do do cobre
a partir da formulagdo nanoencapsulada, foi realizada a
espectrometria de massa atomica, que demonstrou uma
maior concentracdo de ions cobre nos tecidos hepaticos em
relagdo a branquias e carcacgas (Fig. 4). No figado, o grupo
tratado com [Cu(EDTA)]? nanoencapsulado apresentou
maior concentracdo de cobre em relacdo ao grupo
[Cu(EDTA)]? livre (p<0,001). Tanto nas branquias quanto
nas carcacas nao ocorreram diferengas na concentragdo de
cobre entre os grupos.

A disponibilidade do cobre nos aquarios foi mantida
homogénea por meio da movimentacdo dos peixes e a
oxigenacdo constante, que permitiam a redispersdo do
[Cu(EDTA)]? e a continuidade da liberagdo dos produtos
no meio. A concentragdo de cobre na agua dos aquarios
refere-se a cobre total, na forma de complexo metalico com
EDTA (Fig. 5). A maior concentragdo de ions cobre na agua
foi obtida no aquario com [Cu(EDTA)]? livre (p<0,0001) nos
trés tempos analisados. Nao foram observadas, entretanto,
diferengas nos grupos em relagdo ao tempo. Tanto as formas
encapsuladas como livres diferem significativamente do grupo
agua (p<0,0001) e entre si (p<0,001) em todos os tempos.
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Hl Livre
*
8 4
=)
©
o
o
o
=}
g 2
N [
0
Agua Cu(EDTA)? Cu(EDTA)?
375mg L™’ 100 mg L’

Figura 3 — Frequéncia de micronucleos em hemacias de Prochilodus
lineatus apds 72 horas de exposigdo a [Cu(EDTA)]? livre e
nanoencapsulado. Dados expressos como média + desvio padrdo. N= 6
peixes. * p < 0,001 em relagdo aos demais grupos. ANOVA com pos-teste
comparativo de Bonferroni.
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Figura 4 — Concentragdo de ions Cu™ em figados, branquias e carcagas
de Prochilodus lineatus ap6s 72 horas de exposigdo a [Cu(EDTA)]? livre
e nanoencapsulado. Dados expressos como média + desvio padrdo. N=6

peixes. *p < 0,001 em relagdo a agua; # p < 0,001 em relagdo a Cu[EDTA]?
livre. ANOVA com pos-teste comparativo de Bonferroni.

DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho mostram efeito
mutagénico do [Cu(EDTA)]? livre sobre células de
sangue periférico de camundongos e peixes. A forma
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Figura 5 — Concentragdo de ions Cu*? na agua dos aquarios de cada grupo

experimental ap6s 24, 48 e 72 horas do experimento. Dados expressos

como média + desvio padrdo. N= 3 amostras. * p < 0,001 em relagdo a

agua nos respectivos tempos; # p < 0,001 em relagdo a [Cu(EDTA)]?

nanoencapsulado nos respectivos tempos. ANOVA com pos-teste
comparativo de Bonferroni.
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nanoencapsulada, nas condigdes experimentais empregadas,
ndo demonstra efeitos mutagénicos sobre células de peixes,
mas foi mutagénica para as células de camundongos.

Embora estudos demonstrem que a carga positiva da
quitosana aumenta a absor¢do dos compostos encapsulados
(Harush-Frenkel et al., 2007), o nanoencapsulamento parece
limitar a biodisponibilidade do [Cu(EDTA)]? nos tecidos,
uma vez que a dindmica de liberacdo do cobre esta mais
lenta, o que poderia justificar os menores efeitos genotoxicos
quando comparado a forma livre. De acordo com os resultados
encontrados no teste de microntcleos, os compostos
nanoencapsulados demonstraram menor efeito mutagénico
que a forma livre, sugerindo que o encapsulamento comporta-
se como uma barreira para a disponibilidade do ion. O ensaio
da espectrometria de massa atdmica, como uma analise de ions
em amostras gasosas, detectou a presenga de ions cobre no
grupo dos encapsulados em maior quantidade no figado dos
peixes que em outros tecidos. Esses ions cobre encontrados no
tecido hepatico ndo necessariamente estavam livres no figado
e sim encapsulados. O encapsulamento com quitosana permite
maior e melhor absorgao pelos tecidos, mas nao disponibilidade
do ion interiorizado. A técnica de preparo do material para
a espectrometria solubiliza o encapsulante e expde os ions.
Portanto, o fato de o figado apresentar maior quantidade de
nanoencapsulados ndo significa a biodisponibilidade dos ions
cobre no tecido, apenas indica a eficiéncia da absor¢do das
nanocépsulas pelos tecidos bioldgicos. Os autores propdem
um estudo com tempo de exposi¢do prolongado para a
demonstragdo de potencial toxicidade hepatica das capsulas
devido a essa qualidade de maior absorg¢ao tecidual.

O efeito mutagénico do cobre pode ser atribuido a indugao
de ERO, via reagdo do tipo Fenton, que pode causar danos
em componentes celulares como DNA e proteinas (Stohs &
Bagchi, 1995). A toxicidade de metais e de seus compostos
depende largamente da sua biodisponibilidade, ou seja, dos
mecanismos de captagdo através de membranas celulares,
distribuigdo intracelular e ligagdes a macromoléculas celulares.
Os metais tendem a perder elétrons facilmente formando
ions com cargas positivas, soluveis em fluidos bioldgicos.
E na forma catibnica que os metais desempenham suas
principais fun¢des bioldgicas (van Eldik, 2007). Enquanto
fons metalicos apresentam-se deficientes de elétrons,
biomoléculas como proteinas e DNA sdo ricas em elétrons e
a atragdo entre estas cargas opostas garante a interagao entre
ions metalicos ¢ moléculas bioldgicas. Os efeitos toxicos
causados por metais sdo geralmente resultado da ligacdo
destes com bionucledfilos (aminoacidos, polipeptidios,
proteinas e enzimas) (van Eldik, 2005).

Os resultados obtidos quanto a concentracdo de cobre
determinada por meio da espectrometria de massa atdmica
nos orgdos dos peixes, demonstraram a internalizagdo mais
efetiva do [Cu(EDTA)]-2 nanoencapsulado em comparag¢do
com o [Cu(EDTA)]? livre, sugerindo que a nanocéapsula
pode limitar a toxicidade do cobre. Encontramos maior
acumulo de metal cobre nos tecidos hepaticos dos peixes
expostos ao [Cu(EDTA)]? nanoencapsulado, demonstrando

Jacobowski et al.

que o encapsulamento ¢ eficaz no transporte do ion até o
tecido hepatico, com liberagdo lenta e gradativa, embora a
conduta fisico-quimica dos nanomateriais ainda ndo esteja
completamente esclarecida (Unfried et al., 2007). Harush-
Frenkel et al., 2007 demonstraram que nas nanocéapsulas o
revestimento de quitosana aumenta a barreira de contengdo
dos complexos e isto dificulta a difusdo dos ativos e
consequentemente pode dificultar sua liberagdo e esta ocorrer
mais lentamente, apesar de conferir maior absorcao.

Mazon et al. (2002) demonstraram que branquias de
Prochilodus scrofa expostos ao cobre sdo particularmente
sensiveis a alteracdes fisico-quimicas no ambiente aquatico,
tornando-se o principal alvo dos poluentes toxicos que se
encontram no meio. Cavas et al. (2005) também demonstraram
o potencial mutagénico de 0,25 mg L' CuSO, em Cyprinus
carpio apo6s 21 dias de exposi¢do, cujos danos foram maiores
nas branquias. Por outro lado, o figado desempenha um papel
central no metabolismo e na excre¢ao de substancias toxicas
(Bernet et al., 1999), constituindo-se o principal 6rgao de
desintoxica¢do. Em nossos resultados com [Cu(EDTA)]?, foi
verificado um comportamento diferente do ion cobre, cujo
acimulo se deu no figado e ndo nas branquias, sugerindo
uma menor toxicidade e rapido metabolismo e excregdo do
[Cu(EDTA)]? em ambas as formas analisadas.

Por meio das concentragdes de ions cobre encontrados na
agua dos aquarios, pode-se sugerir que as formas encapsuladas
sdo mais efetivamente captadas pelas células em relagdo as
formas livres, uma vez que o [Cu(EDTA)]? nanoencapsulado
foi encontrado em menor concentragdo na agua quando
comparado aos aquarios que receberam a forma livre do
[Cu(EDTA)]? (Fig. 5).

A técnicade encapsulamento com goma/gelatina/quitosana
demonstrou ser viavel parao [Cu(EDTA)]2. O encapsulamento
permite que o nucleo interiorizado seja isolado do ambiente
externo. A liberagdo local e adequada sdo propriedades de
extrema importancia nos processos de encapsulagdo, que
pode melhorar a efetividade, reduzir as doses requeridas para
atividade e ampliar o espectro de aplicacdes de compostos de
interesse (Corona-Rivera et al., 2007).

Em resumo, pode-se concluir que o edetato de cobre livre,
nas concentragdes testadas, apresenta genotoxicidade sobre
células de sangue periférico de camundongos e peixes, mas
que sua forma nanoencapsulada em goma/gelatina/quitosana
apresenta menores efeitos mutagénicos sob as mesmas
condi¢des. Com a intengdo de utiliza¢do do edetato de cobre
para controle de agentes vetores como Aedes aegypti, pode-
se propor, a partir dos resultados obtidos com o presente
trabalho, que a forma nanoencapsulada em goma/gelatina/
quitosana seja recomendada para pesquisas com larvas de
agentes vetores, uma vez que apresenta menores efeitos
mutagénicos a animais ndo alvo expostos a este produto,
em relagdo a forma livre do [Cu(EDTA)]. No entanto, os
autores nao desprezam a necessidade de se efetuar estudos de
comparacdo das duas formulagdes de [Cu(EDTA)]? frente a
larvas de insetos vetores.
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