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RESUMO

A nanotecnologia, onde se inserem as NPs, é uma das dreas mais importantes no desenvolvimento
da Industria Farmacéutica. Sendo as NPs pequenos transportadores onde pelo menos uma das
dimensodes fisicas se encontra entre 1-100 nm, estas contribuem para uma melhoria das caracteristicas
biofarmacéuticas dos principios ativos. Diversos fatores contribuem para a toxicidade de uma NP, de
onde se pode destacar, sem duvida, a dose administrada, mas também o tamanho e area de superficie, as
caracteristicas da superficie, a estabilidade e a via de exposicao. Para que se possa avaliar adequadamente
o comportamento das NPs, podem ser realizados estudos in vitro, em culturas celulares, ou in vivo, em
animais. Numa situa¢io ideal, apenas seriam utilizadas as culturas celulares, por todas as questdes
éticas e morais associadas ao uso de animais. No entanto, atualmente, esta situagdo nio se verifica,
pois ainda ndo se estabeleceu uma correlagio in vivo/in vitro adequada. O comportamento das NPs acima
mencionado corresponde as suas caracteristicas farmacocinéticas, no que diz respeito a Absorcio,
Metabolizagao, Distribui¢ao e Eliminagao. Se se entender como é que a particula se comporta dentro
do organismo, e em contacto com os varios fluidos, a compreensio dos seus mecanismos de toxicidade
é simplificada. Para finalizar, serdo apresentados exemplos praticos de toxicidade de medicamentos ja
comercializados com lipossomas, NPs poliméricas e metalicas e micelas poliméricas. O efeito secundario
mais comum ¢é, de facto, as reacdes de hipersensibilidade, que podem e devem ser prevenidas com a
utilizacao de anti-histaminicos.
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ABSTRACT

Nanotechnology, where NPs can be put in, is one of the most important areas in the development
of the Pharmaceutical Industry. As NPs are characterized as small transporters in which, at least,
one of the physical dimensions is between 1-100 nm, they certainly lead to an improvement in the
biopharmaceutical characteristics of the active ingredients. Many factors can contribute the toxicity
of a NP. The dose is undoubtedly the most important one, but we can also mention others like the
size and the surface area, surface characteristics, stability and route of exposure. To better assess the
behaviour of a NB, two types of studies can be implemented - the in vitro studies, with cellular cultures,
or the in vivo studies, with animals. Ideally, only cellular cultures should be used, because of the moral
and ethics issues associated to the animal use in such studies. However, nowadays, that does not
happen, as an adequate in vivo/in vitro correlation has not been established yet. The above-mentioned
behaviour of the NPs is no more than their pharmacokinetic characteristics regarding Absorption,
Metabolism, Distribution and Elimination. If we comprehend how a NP behaves inside the organism,
and in contact with the various biological fluids, the understanding of its toxicity mechanisms is
simplified. Finally, several practical examples of the toxicity of already commercialized medicines with
lipossomes, polymeric and metallic NPs and polymeric micelles are presented. The most commonly
reported adverse effect is hypersensitivity reactions, which can and should be prevented with the use
of antihistamines.
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INTRODUCAO

A nanotecnologia é uma das dreas mais
importantes do desenvolvimento indus-
trial do século XXI e tem os seus pilares
na pesquisa e no desenvolvimento de
sistemas, recorrendo a técnicas que per-
mitam a organiza¢do dos materiais em
escalas nanométricas’.

As nanoparticulas (NPs) sio nanoma-
teriais em que pelo menos uma das
trés dimensoes fisicas se encontra en-
tre 1-100nm’. A sua aplicacdo estd dis-
tribuida pelas mais diversas dreas, desde
a cosmética a industria téxtil, sendo o
seu principal campo de aplicagdo a in-
duastria farmacéutica. Dentro desta, es-
tes nanomateriais contribuem para a
melhoria das carateristicas biofarmacéu-
ticas dos principios ativos, permitindo
atingir alvos terapéuticos especificos e
até controlar perfis de libertagio®”.
Podem ser utilizados diversos materiais
no fabrico destas particulas nanométri-
cas, nomeadamente o carbono, alguns
metais e respetivos éxidos, polimeros e
materiais semicondutores®”.
Considerando a imensidade de campos
de aplicagao das NPs assim como o ele-
vado numero de materiais que podem
ser incluidos nestas, é imperativo o es-
tudo dos mecanismos toxicoldgicos que
lhes sao inerentes, bem como a sua in-
teracdo com o corpo humano. A nano-
toxicologia é, portanto, o ramo da toxi-
cologia que avalia o perfil toxicoldgico
das nanoparticulas nos organismos e
nos ecossistemas, estudando os me-
canismos de toxicidade e citotoxicidade
das particulas nestes*”.

Ha muitos fatores que contribuem para
o perfil toxicolégico de uma NP. Entre
eles podem-se destacar o tamanho e
area de superficie e a via pela qual houve
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exposi¢cao. O tamanho e a sua drea de
superficie sao as duas caracteristicas
mais determinantes do ponto de vista
toxicoldgico, sendo que quanto menor
for o tamanho da NP, maior a sua area
de superficie e, portanto, maior a reati-
vidade com os tecidos. Quanto a via de
exposicao, a inalatéria é considerada a
mais comum?®>.

Os mecanismos de toxicidade destes
nanomateriais ainda nao se encontram
bem conhecidos e identificados. Contu-
do, estudos em modelos animais suge-
rem que estes podem estar relacionados
com a acumulagdo nos tecidos e poste-
rior aumento do stress oxidativo, pela
formagdo de espécies reativas de oxigé-
nio (ROS)??.

Esta monografia pretende reunir e clari-
ficar a toxicidade de um conjunto de
nanoparticulas nos tecidos, avaliando
os estudos in vitro e in vivo existentes,
as relagdes que se podem estabelecer
entre estes e a transposicao para o ser
humano. Para tal é essencial conhecer os
diferentes modelos celulares e animais
mais usados nestas pesquisas e perceber
todo o percurso destas particulas até se-
rem eliminadas, através do conhecimen-
to da sua farmacocinética de Absorcao,
Distribuicao, Metabolizacao e Excrecao
(ADME).

FATORES QUE AFETAM A TOXICI-
DADE DAS NANOPARTICULAS

As NPs sao cada vez mais utilizadas
como alternativas eficazes por parte da
industria farmacéutica. Este crescente
interesse na sua utilizacdo levou tam-
bém a um maior investimento no estu-
do dos efeitos nocivos que dai podem
advir?.

Para entender de que forma as NPs po-
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dem induzir toxicidade nos tecidos,
¢ importante perceber quais as carac-
teristicas que mais contribuem para tal.
Entendendo estes mecanismos é pos-
sivel, numa fase posterior, adaptar essas
caracteristicas de forma a que estas in-
duzam a menor toxicidade possivel nos
organismos.

As NPs s3o materiais muito complexos
que se comportam de formas bastante
dispares em fun¢io do ambiente fisi-
co-quimico em que estdo inseridas. No
entanto, ha um conjunto de carateristi-
cas que devem ser tidas em consideragao
aquando do estudo da nanotoxicidade,
como o tamanho e a drea de superficie,
as carateristicas de superficie, a estabi-
lidade da particula, a presenca de im-
purezas e a via pela qual ocorreu a ex-
posicdo®. Destas, o tamanho e a 4rea de
superficie s3o as caracteristicas que mais
contribuem para o perfil toxicolégico, no
entanto, todas elas estio dependentes
de um fator que se lhes sobrepde: a dose
administrada®”.

A reduzida compreensdo destes fatores
e da interagcao das NPs com o organismo
leva a que as correlagdes que se estabele-
cem apenas com base nestas carateristi-
cas tenham um baixo valor preditivo,
devendo ser sempre complementadas
com ensaios toxicoldgicos mais especi-
ficos®.

O tamanho e a drea de superficie sao
dois parametros que se relacionam e
que variam de forma inversamente pro-
porcional. Quanto menor for o tamanho
maior drea de superficie em contacto
com o meio, o que resulta, em altima
analise, numa maior reatividade tanto
intra como extracelular?. NPs de meno-
res dimensoes, tendo uma maior area
de superficie, induzem maiores niveis
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de oxidacdo e de citotoxicidade®. Para
além disso, particulas de tamanho mais
reduzido conseguem atingir locais do
organismo que, caso contrario, seriam
inacessiveis’.

Relativamente as carateristicas da super-
ficie, podem ser destacadas duas princi-
pais: a carga de superficie e a presenga,
ou ndo, de uma “coroa proteica”?.

As NPs podem ter carga positiva, negati-
va ou neutra. A fim de perceber a forma
como a carga de superficie pode estar na
origem da toxicidade, é importante in-
teriorizar que a membrana celular dos
mamiferos tem carga de superficie nega-
tiva. Por conseguinte, as particulas ca-
tidnicas sdo mais rapidamente reconhe-
cidas como corpos estranhos (dada a sua
diferenca na composi¢ao) levando a uma
maior ativacio do sistema imunitario’.
Por outro lado, as particulas aniénicas
entram mais facilmente para o meio
intracelular, uma vez que a sua com-
posicao de superficie é semelhante a das
células, induzindo toxicidade ao nivel
do DNA®. Podemos entdo concluir que
NPs catiénicas induzem uma maior res-
posta por parte do sistema imunitario,
com libertacdao de citocinas e de outros
mediadores inflamatérios, enquanto
que as anidnicas sao reconhecidas pela
sua citotoxicidade*”.

A “coroa proteica” consiste na adsor¢iao
de proteinas a superficie das NPs. Este
fendmeno ocorre em maior extensao
para particulas de elevada carga, sejam
elas positivas ou negativas. As NPs en-
volvidas por coroa proteica induzem
uma maior resposta imunitdria, ja que
as proteinas séricas e plasmaticas au-
mentam a absorc¢do fagocitaria®.
Também a estabilidade pode estar na
origem da toxicidade. NPs quimica-



mente estaveis, como é o caso dos me-
tais nobres, nao estao tao associadas a
incidentes quando comparadas a ou-
tros compostos mais reativos. Particulas
mais reativas, como é o caso das de car-
bono e de 6xidos de metais, tém uma
maior tendéncia a formar aglomerados,
tornando-as ainda mais reativas e toxi-
cas’.

O mesmo se passa com a presenca de
impurezas. NPs impuras induzem uma
maior ativa¢gdo do sistema imunitdrio
em comparagao com as mesmas NPs pu-
rificadas?.

A via de exposi¢cdo a NP também ¢é um
fator de extrema importancia dada a
influéncia direta que tem na dose de
particula que entra na corrente san-
guinea. A via pulmonar ¢é a via de ex-
posicdo mais comum, mas na grande
maioria das vezes a NP nado chega a
corrente sanguinea, resultando apenas
numa intera¢do local. Pelo contrario, a
via sistémica resulta numa interacao
generalizada onde a particula pode facil-
mente atingir o6rgdos principais res-
ponsaveis pelo metabolismo, como o
figado, os rins ou o baco®.

ESTUDOS IN VITRO

A expressao in vitro, que significa “num
frasco de vidro”, é amplamente utilizada
quando nos referimos a estudos e en-
saios laboratoriais, que ocorrem fora do
organismo, geralmente numa cultura de
células.

O uso de ensaios in vitro para a rea-
lizacao de um estudo de nanotoxici-
dade tem vantagens associadas, em
comparagao com OS ensaios in vivo.
As principais vantagens para os inves-
tigadores sao, sem duvida, a eliminagao
das variaveis intrinsecas aos organismos
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quando expostos a condi¢oes de stress,
tendo o controlo absoluto do meio em
que decorre o ensaio, desde as suas ca-
rateristicas fisico-quimicas (pH, tem-
peratura) até as carateristicas fisioldgi-
cas, como a concentra¢cdo de hormonas
ou de nutrientes. A eliminacao de to-
das estas varidveis assegura a obten¢ao
de resultados mais reprodutiveis®. Para
além disso, tanto a nivel moral como
ético, a utilizacao de culturas celulares
é melhor aceite, nao havendo a neces-
sidade de expor animais a compostos
potencialmente téxicos®’. Por fim, é
ainda importante referir as vantagens
econdmicas deste tipo de testes, uma
vez que, para além de proporcionarem
resultados mais rapidos, exigem a uti-
lizagado de menores volumes (de meios
ou dos proprios compostos em estudo),
contribuindo para um processo menos
dispendioso®®.

Existem diversos tipos de ensaios que
podem ser utilizados para avaliar a cito-
toxicidade das NPs. Entenda-se por cito-
toxicidade o conjunto de efeitos adver-
sos que resultam da intera¢do da célula
com algo externo, neste caso uma NP
Estes efeitos podem, por sua vez, inter-
ferir com a viabilidade da célula e con-
duzir mesmo a ativacao de mecanismos
de morte celular. E importante referir
que nem todos os compostos tdxicos
induzem mecanismos que culminam na
morte da célula, sendo que muitas vezes
ha apenas altera¢des a nivel da sua via-
bilidade®.

Por conseguinte, muitos ensaios cen-
tram-se na avaliacdo direta ou indireta
da viabilidade celular, ou seja, tém como
finalidade a quantificagao da percenta-
gem de células vidveis apos a exposi¢ao
de toda a cultura celular aos compostos
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em estudo®. O ensaio com o Brometo de
Metil-Tiazolil-Tetrazélio (MTT), com o
corante Vermelho Neutro ou com Diace-
tato de Diclorofluoresceina sio alguns
exemplos destes testes.

Ensaio com o MTT

Este ensaio utiliza como reagente um
sal tetrazodlico, o brometo de metil-tia-
zolil-tetrazélio (MTT). O ensaio MTT é
dos mais utilizados para avaliar a viabi-
lidade celular eucaridtica e bacteriana.
Neste procedimento colorimétrico, os
sais tetrazolicos sao reduzidos a cris-
tais de formazano, que tém cor roxa ca-
rateristica e podem ser posteriormente
quantificados por absorvancia®®. Esta re-
ducgao é catalisada por desidrogenases e
coenzimas intracelulares, entre as quais
o NADPH, e ¢é possibilitada pelo facto de
o MTT ser um composto lipofilico que
atravessa a membrana de células intatas.
Desta forma, quanto maior for o nime-
ro de células viaveis na cultura, maior
serd a quantidade de cristais formada e,
consequentemente, maior a absorvancia
medida. Assim, quanto mais téxica for
uma NP para uma determinada cultura
celular, menor sera a absorvancia medi-
da no final do ensaio’. Quando aplicado
a avaliacdo de NPs, este ensaio pode ter
como desvantagem a absor¢ao de cris-
tais de formazano por estas, conduzindo
a falsos positivos®.

Ensaio com o Vermelho Neutro

Este ensaio também avalia a viabilidade
de culturas celulares, utilizando como
reagente um corante e indicador de pH,
do tipo eurodina, designado de Verme-
lho Neutro, que atravessa a membrana
das células saudaveis, por difusdo e que
é, posteriormente, armazenado nos li-
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sossomas. E possivel quantificar o co-
rante incorporado por espetrofotometria
recorrendo a uma curva de dose resposta
elaborada a partir de padrdes®'°. Como
indicador de pH, o vermelho neutro
apresenta-se amarelo para valores supe-
riores a 8, contrastando com a cor ver-
melha em meios acidicos, como o meio
lisossomal'°.

A interagdo das células com compostos
potencialmente toéxicos altera as cara-
teristicas das membranas celulares e
lisossomais, resultando numa menor
incorporagdo do corante. Desta forma,
quanto maior for a absorvancia medida
no espetrofotémetro, maior tera sido
a incorporagdo do corante e, portanto,
menos téxico o composto em andlise.
Pelo contrario, valores de absorvancia
mais reduzidos estao relacionados com
toxicidade superior'®.

Citometria de Fluxo com o diacetato
de diclorofluoresceina (DCFH-DA)

Este método ¢ utilizado para medir o
stress oxidativo da célula provocado pe-
las ROS*!'!. Estas sio naturalmente
formadas no meio celular, sendo poste-
riormente eliminadas por mecanismos
apropriados. Quando é ativado algum
tipo de mecanismo de defesa intracelu-
lar, por exemplo em consequéncia da
exposicao das células a particulas toxi-
cas, este equilibrio é posto em causa, re-
sultando num aumento de ROS'?. Desta
forma, quanto maior for a toxicidade do
composto em estudo, maior a quanti-
dade de ROS formadas dentro da célu-
la. Para avaliar este aumento é utiliza-
do o diacetato de diclorofluoresceina,
uma sonda quimica que adquire fluo-
rescéncia na presenga de ROS. Esta son-
da é posteriormente quantificada num



aparelho adequado, sendo que quanto
maior o numero de particulas de DCFH-
DA, maior terd sido a toxicidade a qual a
célula esteve exposta' '3,

De uma forma geral, os ensaios nao es-
tao desenvolvidos para o estudo de NPs,
podendo haver ainda algumas lacunas,
pelo que estes testes deveriam ser adap-
tados para a nanotoxicologia num fu-
turo préximo, para que se assegurasse
uma correlacio in vivo/in vitro mais soéli-
da e consistente®.

A escolha do tipo de cultura celular
que serd alvo de ensaio deve ser crite-
riosa, uma vez que diferentes culturas
possuem diferentes carateristicas que
podem interferir com os resultados do
teste. E assim de extrema importincia
perceber as vantagens e desvantagens de
cada modelo celular, para que sejam ob-
tidos os melhores resultados®.

Existem dois modelos de culturas celu-
lares: as culturas celulares primadrias e as
linhas celulares'®.

Culturas celulares primarias

Como o proprio nome indica, as cultu-
ras celulares primdrias sao obtidas di-
retamente a partir dos tecidos dadores
(animais ou humanos). A principal
vantagem da utilizagdo destas culturas
prende-se com o facto de estas mante-
rem as carateristicas morfoldgicas do
tecido de onde provém®. No entanto,
para além de serem mais dispendiosas e
dificeis de obter, sao culturas muito ins-
taveis e com tempo de vida finito, o que
torna os resultados obtidos mais dificeis
de reproduzir'®.

Virios investigadores recorrem a cul-
turas primdrias para avaliarem a cito-
toxicidade das NPs que estudam. Um
exemplo disso é Kim et al., que avaliou
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a toxicidade pulmonar de NPs de zinco
numa cultura primdria de células epite-
liais de rato®°.

Linhas celulares

A partir do momento em que uma cul-
tura celular primdria € sujeita a alguma
altera¢do, como o subcultivo, passa a ser
designada de linha celular®.

As linhas celulares sao culturas mui-
to mais estaveis e tém como vantagem
uma capacidade de replicagao ilimitada,
razOes que levam a que sejam mais ve-
zes escolhidas. No entanto, as suas ca-
rateristicas n3o s3o tao semelhantes as
dos tecidos in vivo, como acontece com
as culturas primarias'®.

Na tabela 1 estd sumariada a informacao
relativa a linhas celulares usadas na ava-
liagdo da nanotoxicidade de particulas.

Tabela 1. Linhas celulares usadas em Nano-
toxicologia!®1?

Animal Tecido Célula Linha celular
RLE-6TN
Pulmao _—
Rato Epitelial L2
Renal NRK52E
Embrionario Fibroblasto = NIH-3T3
Murganho ,
Sangue Macréfago RAW264.7
Cio Renal Epitelial MDCK
Mesangial IP15
Renal —
Epitelial HK-2
Humano —
Pulmio Epitelial A549
Sangue Mondcitos THP-I
ESTUDOS IN VIVO

A expressao in vivo deriva do latim e
significa “dentro do vivo”, abrangendo
todo e qualquer ensaio ou avaliacdo que
ocorra utilizando um organismo vivo.

Ao contrdrio dos estudos nanotoxi-
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colégicos em culturas celulares, aque-
les que sdo realizados em organismos
vivos permitem uma perspetiva global
e integrada dos efeitos bioldgicos das
NPs num 6rgao ou tecido especificos.
Para além disso, é possivel ainda avaliar
as consequéncias da sua interagio com
componentes bioldgicos como o sistema
imunitrio®.

Outra vantagem facilmente reconheci-
da na utilizagdo de organismos vivos é
o facto de permitirem a quantificagao
da farmacocinética das particulas. S6
depois de se compreender o comporta-
mento da NP no que diz respeito a sua
absorcdo, distribuicao, metabolizacio e
elimina¢ao dentro de um organismo, é
possivel o célculo da dose 6tima a ad-
ministrar em humanos. No entanto, é
importante referir que, mesmo em en-
saios in vivo, os resultados podem ser
dispares, uma vez que sdo facilmente
afetados pelo tipo de organismo e pelo
teste aplicado, devendo, por isso, ser
feita uma escolha criteriosa de ambos
antes de se avangar com qualquer estu-
do**. A fim de se conseguir uma maior
uniformidade de resultados dentro da
comunidade cientifica através da com-
paracdo e discussao da nanotoxicidade
de diferentes materiais, era importante
a criagao de guidelines que auxiliassem
esta avaliacdo, para que que todos os
compostos fossem avaliados dentro das
mesmas condi¢des, previamente avalia-
das e aprovadas?.

A principal desvantagem deste tipo de
estudos é a manipulagdo de seres vi-
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vos, na medida em que os animais con-
tinuam sujeitos a condi¢cdes de stress
apesar de toda a regulamentacdo que
ja existe sobre este assunto, manten-
do-se assim as questdes de origem ética
e emocional. Atualmente ndo é possivel
utilizar apenas culturas celulares para
estudar a seguranca de qualquer tipo de
xenobidtico sem que os ensaios tenham
sido anteriormente validados através
da obtencao de resultados semelhantes
em animais, o que na atualidade nao se
verifica com as NPs. Esta falha na trans-
posicao de resultados pode ser devida a
mudanga das carateristicas fisico-quimi-
cas da propria NP quando dentro do or-
ganismo, mas também pode estar rela-
cionada com erros que se cometem nos
ensaios in vitro, como o uso de doses
demasiado elevadas que nunca seriam
atingidas, em propor¢do, num animal®.
A via de administragdo também ¢ igual-
mente importante, ja que podera levar a
extensdes de absorcdo diferentes®.
Desta forma, apesar de os estudos in vivo
serem mais caros, morosos e eticamente
questiondveis sdo, até a data, indis-
pensaveis para a avaliagio do comporta-
mento das NPs>.

Os principais 6rgaos envolvidos na toxi-
cidade das NPs sdao os pulmdes, o figa-
do, os rins e o bago, pelo facto de de-
sempenharem fungdes essenciais a nivel
fisiolégico®. De seguida serdo discutidos
os diversos mecanismos de nanotoxici-
dade a nivel pulmonar, hepatico, renal
e esplénico, baseados num conjunto de
ensaios in vivo, resumidos na tabela 2.



Tabela 2. Ensaios in vivo com nanoparticulas
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21-33

Fonte | Objetivo do estudo | Nanoparticula | Condigoes

Animais

Resultados

Toxicidade Pulmonar

Sisler
etal.,
2016

Avaliar os efeitos
pulmonares  conse-
quentes da inalagdo
de NPs de Monoxido
de Cobalto (CoO) e
de Oxido de Lantanio
(La,0,) em murgan-
hos.

CoO
La,0,

Os murganhos foram
eXpostos a varios tipos
de ar, durante 4 dias
(sendo depois devi-
damente analisados 1
hora e 1, 7 e 56 dias
apos a exposicao):

- Ar filtrado (Contro-
lo);

- Ar contaminado com
10 ou 30 mg/m’ de
NPs de CoO (Teste);

- Ar contaminado com
10 ou 30 mg/m’ de
NPs de La,O, (Teste).

Murganhos

A % de CoO apos
a primeira hora foi
bastante superior a
de La,0,; no entan-
to, apds os 56 dias
a % de CoO era re-
sidual enquanto que
a de La,0, se man-
teve. Desta forma,
concluiu-se que o
Co0 induz maior to-
xicidade aguda, en-
quanto que La,0, se
relaciona mais com
toxicidade crénica.
Ambas as NPs indu-
ziram um aumento
da LDH e do nimero
de leucécitos e cito-
cinas (IL-1B, TNFa,
IL-6) no fluido bron-
coalveolar.

Han
etal.,
2016

Avaliar os efeitos t6-
xicos de varios tipos
de NPs de Silica (Si)
em murganhos, apds
administra¢do intra-
nasal.

Si

Administracio intra-
nasal dos varios tipos
de NPs de Si (esfé-
ricas,  mesoporosas,
conjugadas com polie-
tilenoglicol ou com a
ovalbumina), 3 vezes
por semana, durante
2 semanas, com con-
sequente avaliacao dos
resultados.

Murganhos

Houve um aumento
da resposta inflama-
téria com todas as
NPs (quer devido ao
aumento da concen-
tracao de IL-5, IL-13,
IL-1B, e IFN-y, quer
devido ao aumento
do numero de célu-
las inflamatoérias).
As NPs mesoporo-
sas foram aquelas
que induziram uma
maior resposta e as
conjugadas com po-
lietilenoglicol as me-
nos toxicas.
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Park
etal.,
2015

Avaliar os efeitos da
inalacio de NPs de
Cobre (Cu) em mur-
ganhos asmaticos.

Cu

O estudo estd divi-
dido em duas fases
principais: na primeira
(Controlo) sio estu-
dados os efeitos nos
murganhos saudaveis,
enquanto que na se-
gunda fase (Teste) é
induzida asma nos
animais e s3o avalia-
dos os mesmos efei-
tos, nas mesmas con-
digoes.

Em ambas as fases, os
animais estdo dividi-
dos em 4 grupos, que
recebem 0, 25, 50 e
100 ug/kg da nanopar-
ticula numa solugio
de PBS (Phosphate
Buffered Saline), du-
rante 3 dias.

Murganhos

A exposi¢ao a estas
NPs levou a um au-
mento da resposta
inflamatéria pulmo-
nar, consequéncia
de uma elevacao das
citocinas  proé-infla-
matorias, e de ROS,
todos  mediadores
estimulatérios  de
neutrdfilos. Nos ani-
mais asmaticos veri-
ficou-se uma maior
concentracdo de eo-
sindfilos.

Consequentemente,
a exposi¢do a estas
NPs e o consequente
aumento de células
inflamatérias, agra-
vam a hiper-respon-
sividade brénquica e
a produgio de muco,
piorando o quadro
de asma.

Ko et
al.,
2018

Avaliar o agravamen-
to de lesdes pulmo-
nares, previamente
induzidas, apds a ad-
ministracdo intrana-
sal de NPs de Didxido
de Silicio (SiO,) em
murganhos.

SiO

Neste estudo, os ani-
mais foram divididos
em dois grupos:

- o grupo Teste foi tra-
tado previamente com
lipopolissacarideo, um
composto que origina
lesGes pulmonares.

- o grupo Controlo
nio foi previamente
tratado com qualquer
substancia.

De seguida, foi admi-
nistrada a NP aos dois
grupos, por via intra-
nasal.

Murganhos

A exposi¢ao a estas
NPs levou a um au-
mento do nimero de
células pré-inflama-
torias e de citocinas
no fluido broncoal-
veolar.

Estas mudancgas ocor
-reram tanto no gru-
po Controlo como
no grupo Teste. Nos
animais com lesdo
pulmonar  prévia,
houve um efeito si-
nergistico.
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Toxicidade Hepatica

Kumari
etal.,
2014

Avaliagio da toxici-
dade de NPs de Oxi-
do de Cério (CeO,)
em ratos Wistar apds
uma dose Unica, ad-
ministrada por via
oral.

CeO

Os ratos foram alea-
toriamente divididos
em 3 grupos: o grupo
de controlo positivo,
o de controlo negati-
vo e o experimental.
O grupo experimental
foi posteriormente di-
vidido em outros trés
grupos que receberam
diferentes doses da NP
(100, 500 e 1000 mg/
kg peso corporal).

Os animais foram ex-
postos a uma dose
Unica e posteriormen-
te sacrificados para
avaliagdo dos resulta-
dos.

Ratos

Os ratos que recebe-
ram a dose mais alta
de CeO,, apresenta-
ram necrose em al-
gumas zonas do teci-
do hepatico aquando
da avalia¢do histolé-
gica.

Quanto aos para-
metros bioquimicos
verificou-se um au-
mento da ALP da
LDH e da GSH.

Jiaet
al.,
2017

Avaliagio da toxici-
dade hepatica apds
administracdo  oral
de NPs de Prata (Ag)
em murganhos com
excesso de peso indu-
zido.

Ag

Os animais foram di-
vididos em 2 grupos,
Teste e Controlo. Os
primeiros foram ali-
mentados com uma
dieta normal, enquan-
to que os segundos
foram alimentados
com uma Dieta Rica
em Gordura, durante
8 semanas.

Apbs este periodo, foi-
lhes dado, por via oral,
100 ou 300 mg/kg de
uma solu¢do aquosa
da NP, diariamente por
um periodo de 14 dias.
Os resultados foram
avaliados.

Murganhos

Apbs a analise his-
tolégica, verificou-
se uma acumulacio
das NPs em todos os
6rgdos maioritarios.
No entanto a acu-
mulagao hepatica foi
muito superior.
Houve um aumento
de GSH bem como
de citocinas proé-in-
flamatorias (IL-6,
e fator de necrose
tumoral) e de estea-
tose.

Nos animais obesos,
as NPs potenciaram
a esteatose ja pre-
-existente.

Shakeel
etal.,
2016

Avalia¢ao dos efeitos
téxicos a nivel hepati-
co e sanguineo apés a
administracao subcu-
tanea de NPs de Di6-
xido de Titanio (TiO,)
em ratos.

TiO

Os animais foram di-
vididos em 4 grupos,
a cada um dos quais
foi administrada, sub-
cutaneamente, uma
concentracdo da NP
(0, 50, 100 or 150 mg/
kg de peso corporal),
em dias alternados,
durante 28 dias.

Ratos

Comparativamente
ao grupo controlo
(0 mg/kg de NP), os
grupos experimen-
tais apresentaram:

- niveis elevados de
ALT, AST e ALP.

- diminui¢do da ati-
vidade das enzimas:
CAT, SOD e GST.
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Toxicidade Renal

Chen | Observar a toxicidade | Si
etal., |renal aguda, apds a
2015 | administragdo intra-
peritoneal de NPs de
Silica (Si) a murga-
nhos.

Os animais foram di-
vididos em 2 grupos e
receberam, intraperi-
tonealmente, diferen-
tes doses da NP: 150,
300, ou 600 mg/kg de
peso corporal.

Apbs a administracao,
0os animais sofreram
eutanisia, para que
os resultados fossem
avaliados. O primeiro
grupo 2 dias apds a
administracio e o se-
gundo 12 dias apds a
administracio.

Murganhos

Dois dias apds a ex-
posi¢do ¢é possivel
observar fibrose nos
tecidos intersticiais.
Verificou-se tam-
bém um aumento
de mediadores de
inflamagao que cul-
minam no aumento
dos marcadores de
fibrose, entre eles o
NF-kB.

Rana | Avaliar a toxicidade | CdS
etal., |renal de NPs de Sul-
2017 | fito de Cddmio (CdS),
ap6s  administragdo
por sonda, a ratos.

Os ratos receberam,
em dias alternados,
durante 45 dias, a
dose de 10 mg/kg de
peso corporal da NP
Apbs a administragio,
foram avaliados os re-
sultados.

Ratos

Observou-se a nivel
renal: aumento da
peroxidagao lipidica
e de H,0, bem como
um aumento da con-
centra¢do de creati-
nina na urina.
Verificou-se  ainda
perda de fosfatase
alcalina, o que con-
firma a toxicidade
renal para além do
aumento do stress
oxidativo renal, atra-
vés do aumento de
ROS.

Fonta- | Avaliagio da toxici- | Pd
naetal., | dade renal de NPs de
2014 | Paladio (Pd) apds in-
jecao de uma solugio
com a NP a ratos.

Os ratos foram dividi-
dos em 5 grupos, sen-
do um deles o grupo
controlo, e receberam
0,012, 0,12, 1,2 ou 12
mg/kg de peso corpo-
ral da NP

Ratos

Verificou-se um au-
mento significativo
tanto de Proteinas
de Ligacdo ao Re-
tinol como de B,-
Microglobulina  na
urina, indicativo de
lesao renal.

Huang | Avaliagdo da toxici- | TiO
etal., |dade renal de NPs de
2014 | Diéxido de Titanio
(TiO,) por instilagdo
a murganhos.

Os animais receberam
doses da NP que va-
riaram entre 0,1, 0,25,
and 0,5 mg/semana,
durante 4 semanas.

Murganhos

Os efeitos toxicos da
NP foram dose-de-
pendentes.  Obser-
vou-se precipitacao
renal da NP para a
dose maior, marca-
dores de stress oxi-
dativo (ROS) e de
fibrose incluindo: ni-
trotirosina, fator de
hipoxia induzivel la
(HIF-1a), fator de
crescimento B (TGF
-B) e colagénio II.
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Toxicidade Esplénica

Os animais foram di-
vididos em 2 grupos:
o grupo controlo e o
grupo teste (que rece-
beu o tratamento com
a NP).

Os animais perten-
centes ao grupo teste
receberam uma dose
de 350 mg/kg de peso
corporal da NP,
Posteriormente, 0s
resultados foram ava-
liados.

Ratos

Observou-se um au-
mento significativo
de:

- TNF-a, INF-c) e ci-
tocinas pré-inflama-
térias.
Histologicamente,
os tecidos dos ani-
mais no grupo teste
apresentavam al-
guma degeneracio
como atrofia da pol-
pa branca, apareci-
mento de vactiolos e
apoptose de alguns
esplendcitos.

(TiO,) apés adminis-
tragao intragastrica a
murganhos.

Abass | Avaliar a toxicidade | ZnO
etal., |no bago e no timo de
2017 | NPs de Oxido de Zin-
co (ZnO), apds admi-
nistra¢do oral a ratos.
Sheng | Avaliagdo da toxicida- | TiO,
etal., |de esplénica de NPs
2014 | de Diéxido de Titanio

Os animais receberam
doses de 2,5, 5 ou 10
mg/kg de peso corpo-
ral, por via intragas-
trica, durante 9 dias
consecutivos.

Apobs este tempo fo-
ram avaliados os re-
sultados da toxicidade
ao nivel do bago.

Murganhos

Quanto maior a dose
de NP, menor o nu-
mero de glébulos
brancos e verme-
lhos, linfocitos, neu-
tréfilos, plaquetas,
hemoglobina, CD3*,
CD4*, CD8" e célu-
las B.

Na andlise histopa-
tolégica do tecido
é possivel observar
acumulacio da NP
bem como alteragao
da morfologia dos
esplendcitos.

Para o desenrolar destes estudos nano-
toxicolégicos sao necessarios animais.
Diferentes espécies podem ser utiliza-
das, sendo que a escolha ird depen-
der nio s6 do tipo, mas também das
condicOes econdmicas do estudo. Al-
guns exemplos sdo os murganhos, ra-
tos, coelhos ou os suinos, no entanto, os
roedores (quer murganhos, quer ratos)
s30 a classe mais utilizada®.

Toxicidade pulmonar

O pulmao é uma das maiores portas de
entrada para NPs estando, assim, muito
suscetivel a sua toxicidade, apesar de to-

dos os mecanismos de defesa inerentes,
como a tosse ou o espirro>*.

O principal mecanismo de toxicidade
pulmonar das NPs é a inflamagdo des-
controlada, que se traduz no aumento
de citocinas pré-inflamatérias. A in-
flamagao crénica pode facilmente cul-
minar no aparecimento de fibrose pul-
monar, ja que muitas das citocinas que
se encontram elevadas sao também me-
diadores pré-fibréticos cuja fungdo é o
aumento do namero de fibroblastos que
contribuem para a sua formagao®*!2*,
Para além da inflamagdo, uma resposta
natural do sistema imunitdrio, as NPs
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podem também induzir stress oxidati-
vo pelo aumento de ROS. Esta situagao
deve-se ao facto de as NPs terem uma
grande reatividade com as moléculas do
meio, devido a elevada area de superfi-
cie, o que provoca um aumento de ROS
que a célula ndo consegue eliminar com
0s seus mecanismos antioxidantes®'-*,
A lesao celular pode ser avaliada através
da quantificagdo da lactato desidroge-
nase (LDH), uma enzima intracelular
que participa no metabolismo da glicose
e ¢é libertada para o espago intersticial
nestas situacoes?! 4,

Park et al. estudou o efeito da inalacio de
NPs de cobre em murganhos asmaticos
e verificou que, neste grupo, o quadro de
inflamacao era exacerbado e hiper-res-
ponsivo, agravando a sintomatologia da
doenca®®. Por conseguinte, também ou-
tras doengas do foro cardiorrespiratdrio
estardo agravadas em casos semelhantes
a este, uma vez que se verifica, a longo
prazo, uma diminui¢cao da fun¢ao pul-
monar®.

Toxicidade Hepatica

O figado é um 6rgiao que desempenha
diversas fun¢des, principalmente a nivel
metabdlico. E o segundo maior érgio do
corpo humano e é neste que a grande
maioria dos compostos, nomeadamente
as NPs, sofre metaboliza¢do, tornan-
do-o por isso num ponto de passagem
obrigatéria®. Desta forma, também deve
ser considerado nos estudos de nano-
toxicidade, pois tanto o contacto direto
com as particulas como a sua deposi¢ao
nos tecidos hepaticos podem ser poten-
ciadores de efeitos nocivos®®.

A toxicidade deste 6rgao pode ser avalia-
da através do controlo da func¢ao hepati-
ca, do stress oxidativo, da inflamacao dos
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tecidos e da presenca de esteatose e ne-
crose nos casos mais graves®.

O comprometimento da fun¢ao hepdtica
traduz-se no aumento de um conjunto
de enzimas intracelulares na corrente
sanguinea, que sao libertadas para o ex-
terior em situacoes de lesdo tecidular: a
alanina aminotransferase (ALT), a as-
partato aminotransferase (AST) e a fos-
fatase alcalina (ALP)?’.

As NPs também podem induzir toxici-
dade pela acumulagdo de ROS. Shakeel
et al., verificou que os animais expostos
as doses mais elevadas da NP tém a ati-
vidade de enzimas fulcrais na metabo-
lizagdo de ROS diminuida, entre as quais
a Superdxido Dismutase (SOD), que
converte o anido superéxido em peroxi-
do de hidrogénio, a Catalase (CAT), que
conduz a formagao de agua a partir do
peroxido de hidrogénio, e a Glutatio-
na S-transferase (GST), que “recicla” a
glutationa reduzida (GSH) a partir da
sua forma oxidada. A diminui¢ao da ati-
vidade destas enzimas, nomeadamente
da GST, conduz ao aumento da forma
oxidada da glutationa, levando a um au-
mento do stress oxidativo*?’.

Na inflamag¢do, a semelhanca do que
acontece nos outros tecidos, ha um au-
mento de citocinas pré-inflamatérias
entre elas as interleucinas e o fator de
necrose tumoral. Em casos extremos,
esta inflamagdo pode levar a formagao
de esteatose - acumulacao de gordura
no figado-,vulgarmente conhecida como
“figado gordo”. Esta situa¢do pode de-
ver-se a inibi¢do, por parte dos fatores
de necrose tumoral (nomeadamente o
alfa), de um recetor responsavel por in-
duzir a peroxidagao lipidica, o PPAR-8.
Assim sendo, se a peroxidagao lipidica
estiver comprometida, vai haver acumu-



lagdao de lipidos, o que origina a estea-
tose hepatica®.

Toxicidade Renal

A maioria dos residuos metabdlicos sao
eliminados através da urina, sobretudo
os de menor tamanho. E, por isso, ex-
pectavel que grande parte das NPs que
entrem no nOsso corpo sejam igualmente
eliminadas por esta via. Para além de
serem responsaveis pela manutenc¢ao do
equilibrio hidroeletrolitico, os tecidos
renais estao também muito suscetiveis a
acumulac¢do de NPs, sendo por isso ine-
vitavel o seu estudo toxicolégico’.

Tal como em todos os 6rgaos, a toxici-
dade renal estd relacionada com o au-
mento de mediadores inflamatdrios,
que podem culminar no aparecimento
de fibrose>?8. Para além disso, sdo facil-
mente observados marcadores de lesao
renal, como o aumento de creatinina e
de microglobulina na urina, indicativos
de insuficiéncia renal aguda®**~°. Todos
estes efeitos adversos sdo consequéncia
do contacto das particulas precipitadas
com os tecidos renais, que originam
condicdes de stress oxidativo>>!.

Toxicidade Esplénica

O bago é um 6rgao que combina fungoes
do sistema linfatico e do sistema imu-
nitario. De uma forma sucinta, é consti-
tuido por duas polpas: a polpa branca,
onde estao armazenados os linfécitos, e
a polpa vermelha, responsavel pelo con-
trolo, armazenamento e destruicao dos
eritrécitos®*3%3>,

Tendo em conta que a maioria dos danos
provocados pelas NPs tem subadjacen-
te a inflamacgao, é de esperar que o bago
também seja, de alguma forma, afetado
por elas®**?,
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Sheng et al., avaliou a toxicidade de NPs
de diéxido de titanio e concluiu que
doses elevadas se encontram relacio-
nadas com uma diminui¢ao do nimero
de linfécitos e eritrécitos libertados na
corrente sanguinea - o que indica toxi-
cidade esplénica -, descrevendo ainda al-
teragdes morfoldgicas neste érgao con-
sequentes da exposicao®.

FARMACOCINETICA DAS NANO-
PARTICULAS

Para uma melhor compreensao da forma
como as NPs interagem com os tecidos
alvo no corpo humano e, por conse-
guinte, originam nanotoxicidade, é im-
portante perceber nao s6 de que manei-
ra estas atingem a corrente sanguinea e
os tecidos, mas também como sao me-
tabolizadas e eliminadas.

Os efeitos toxicolégicos de uma NP es-
tdo dependentes nao sé da dose admi-
nistrada e do tempo de exposi¢do, mas
também da forma como esta interage
com o organismo em questao’°.

Por possuirem carateristicas fisico-
-quimicas tao préprias, nomeadamente
no que diz respeito ao seu tamanho
nanométrico, as NPs tém um compor-
tamento farmacocinético distinto das
restantes particulas, o que leva a um
perfil toxicolégico muito carateristico
e individualizado. Isto deve-se essen-
cialmente ao facto de, ao apresentarem
uma maior superficie de contacto, in-
teragirem mais facilmente com o meio
onde se encontram, seja este um tecido
(saudavel ou tumoral), um 6rgao ou um
conjunto de tecidos e érgaos®®?’.

E nesta fase que se destaca a importan-
cia dos estudos farmacocinéticos, no-
meadamente a avaliacio da ADME, nao
s6 para se poder compreender os me-
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canismos de toxicidade subadjacentes,
mas também para os calculos das doses
que devem ser ministradas em fun¢ao
da via de administracio®®.

Absorc¢ao

A absor¢ao das NPs, que pressupde a sua
passagem através de uma barreira que
separa o meio exterior da corrente san-
guinea, estd dependente das varias vias
existentes, sendo umas mais comuns e
importantes do que outras. No entanto,
¢ importante referir que a grande maio-
ria dos farmacos veiculados em NPs sao
administrados por via intravenosa, nao
se aplicando a etapa da absor¢ao, razao
pela qual a quantidade de estudos far-
macocinéticos para as restantes vias nao
é abundante®’.

As principais vias apds as quais pode
ocorrer a absor¢do sao a via oral, pulmo-
nar e cutanea®®*’.

Apés serem ingeridas, as NPs sao absor-
vidas ao longo do trato gastrointestinal
por diversos processos, nomeadamente
o transporte paracelular, transcitose ou
por endocitose nas células M. Como
sera de esperar, as carateristicas que as
NPs apresentam irdo ditar a extensao
de absorcao através destas vias, sendo o
tamanho e a carga da particula as pro-
priedades mais significativas. Particu-
las mais pequenas e carregadas positi-
vamente sofrem uma maior extensiao
de absor¢ao comparativamente com
particulas de tamanho superior ou com
carga negativa ou neutra. A via oral &,
sem duvida, uma das vias mais significa-
tivas, dada a grande quantidade de far-
macos que entram no organismo desta
forma®®’.

A via pulmonar n3o ¢é tao usada como
via de administracao de medicamentos
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compostos por NPs, no entanto, pode
ser uma porta de entrada de NPs pre-
sentes no ar, em resultado da polui¢ao
atmosférica. Tal como para a via oral,
as carateristicas fisico-quimicas das
particulas tém influéncia na absorcao
pela via pulmonar. Mais de 80% das
particulas inaladas que apresentem um
tamanho inferior a 100 nm ficam reti-
das no trato respiratério, nao sendo, por
isso, absorvidas. Neste caso, também a
frequéncia de respiracdo tem um papel
importante’®.

A absor¢dao cutanea, ou seja, através
da pele, pressupde a chegada das NPs
a uma camada vascularizada, a derme,
sendo necessaria a passagem pela epi-
derme em primeiro lugar. A penetragao
das particulas pela epiderme estd inti-
mamente relacionada com a sua carga,
sendo que particulas carregadas negati-
vamente a conseguem penetrar, ao invés
de particulas com carga neutra ou posi-
tiva’®.

Distribui¢cao

Quando chegam a corrente sanguinea,
as particulas vao distribuir-se pelos
6rgaos e tecidos em fun¢io das suas
carateristicas e via de administracio
(oral, por inala¢do ou intravenosa). A
semelhanc¢a do que acontece na absor¢ao,
a extensao da distribuicao das NPs é
inversamente proporcional ao tamanho
da particula e a sua ligacao a proteinas
plasmaticas, especialmente a albumina.
A ligacao das particulas a esta proteina
resulta na reducio da fracio livre destas
na corrente sanguinea, contribuindo
para uma menor toxicidade®®.

O efeito EPR (Enhanced Permeability and
Retention Effect) consiste no aumento da
permeabilidade dos vasos sanguineos



que rodeiam um tumor, levando a uma
maior reten¢do de moléculas nessas
zonas, incluindo as NPs. Varios estudos
sugerem que o efeito EPR varia de acordo
com o tipo de tumor, podendo ter um
papel importante na especificidade das
NPs para os tecidos tumorais, permitindo
assim uma distribui¢do especifica sem
causar toxicidade nos tecidos saudaveis.
Atualmente, para permitir uma melhor
especificidade das NPs para os tecidos,
sdo incluidos constituintes proteicos
na superficie da NP, que terdo elevada
afinidade para o tecido em causa®’.

A distribuicdo das particulas pode
ainda ter subadjacente a sua passagem
por membranas bioldgicas, como ¢é o
caso da barreira hematoencefalica. Para
atravessar esta membrana por difusao
passiva, a NP precisa de ter carateristicas
muito especificas, nomeadamente no
que diz respeito ao tamanho (< 500 Da)
e afinidade para substancias lipofilicas.
As restantes particulas sé conseguem
trespassar a membrana caso sejam
substratos para os transportadores la
existentes, permitindo uma travessia por
difusdo facilitada ou transporte ativo®®.

Metabolismo

A metabolizacao das NPs acontece no
figado por intermédio das enzimas
hepéticas®®. Este processo consiste
numa série de reagdes catalisadas por
enzimas que permitem a adi¢do e/ou
criagdo de grupos funcionais, tornando
0s compostos mais polares e, desta for-
ma, mais facilmente eliminados.

Mais uma vez, a capacidade de meta-
bolizagao no corpo humano e a forma
como ocorre estd relacionada com as
carateristicas fisico-quimicas da particu-
1a*®. No entanto, o processo de meta-
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boliza¢do pode ser um pouco complexo
e imprevisivel, uma vez que, dentro do
corpo, estas carateristicas podem mu-
dar devido a varios fatores, entre os
quais o pH acidico. De qualquer modo,
particulas formadas por compostos bio-
degradaveis (como é o caso das NPs
lipidicas, proteicas ou de acido poli(lac-
tico co-glicédlico) (PLGA)) sdo mais fa-
cil e rapidamente metabolizadas do que
as formadas por compostos nao biode-
gradaveis®’.

No caso de NPs formadas por compostos
inertes, como é o caso do ouro, é
provavel que nao ocorra a metabolizagao
pelas enzimas hepdticas e que estas
particulas sejam eliminadas sem serem
metabolizadas®®.

Eliminac¢ao

A eliminagao pode ocorrer por via re-
nal, através da urina, ou por via biliar,
através das fezes. Para além destas duas
vias principais, podem ser consideradas
outras vias de eliminacao, como é o caso
da excre¢do nas glandulas sudoriparas
ou através do leite. No entanto, nao exis-
tem estudos farmacocinéticos suficien-
tes que as confirmem devidamente?®.

A eliminagao por via renal é tio mais
rapida quanto menor for o diametro das
NPs, nao se observando para particulas
com didmetro superior a 15 nm, cuja
eliminacio ocorre por via biliar. A
semelhanca da via renal (considerada a
via de eliminagao primaria), a velocidade
de elimina¢io biliar varia de forma
inversa ao tamanho da particula®’.
Podem ser aplicados modelos farmaco-
cinéticos no estudo do comportamento
de uma particula, possibilitando uma
previsao do seu comportamento no or-
ganismo, a fim de se tirarem conclusoes
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relativamente a doses terapéuticas ou
toxicas®’.

Estes modelos podem ser divididos
em duas classes: compartimentais e de
base fisiologica. Ambos se traduzem por
equagOes matemadticas que relacionam
a concentragdo da NP no organismo
em fun¢do do tempo e podem ser
obtidos com recurso a varios softwares
informaticos®”.

Os modelos compartimentais (Figura 1)
sao modelos que representam, de uma
forma simples, a passagem da particula
pelo organismo e tém na absor¢ao o
principal mecanismo subjacente a esta.
Sao modelos mais simples que os de
base fisiologica e tém a desvantagem

Dose

a I
!
Trato Gl L.- -

lke
Figura 1. Modelo farmacocinético compar-
timental classico (Adaptado) 38

de ndo considerarem outras varidveis
que possam afetar a farmacocinética das
particulas®®.

Os modelos farmacocinéticos de base
fisiologica (PBPK) diferem dos modelos
compartimentais cldssicos na medida
em que os primeiros consideram outros
processos para além da absor¢ao, como
o transito gastrointestinal ou o fluxo
sanguineo®’. Nestes, todo o organismo é
tido em atencdo, sendo todos os 6rgaos/
tecidos representados por um compar-
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timento distinto. Nas extremidades po-
dem observar-se 2 compartimentos de
maiores dimensdes: um referente ao
sangue arterial que vai entrar nos diver-
sos compartimentos e outro constituido
pelo sangue venoso que saird dos mes-
mos®®.

A Figura 2 é um exemplo de um modelo
PBPK para coelhos, realizado com
auxilio do software PK-Sim®, onde é
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Figura 2. Exemplo de um modelo PBPK
para coelhos elaborado com o software PK-
Sim® (Adaptado)39

possivel observar o trajeto que uma
NP percorreria por via oral e por via
intravenosa.

Apesar de estes modelos serem mais
sensiveis e especificos na previsao da
concentracdao de particulas no organis-
mo, quando aplicados as NPs podem
estar sujeitos a algumas limita¢des, nao
sO pelo facto de estas apresentarem um



comportamento farmacocinético par-
ticular em funcao da sua constituicao,
mas também devido a falta de dados far-
macocinéticos na literatura®’.

TOXICOLOGIA DE NANOSSISTEMAS
Todas as investigagcbes, ensaios e
pesquisas tém como principal objetivo
a obten¢ao de um produto que, dada a
sua constituicdo, tenha os seus efeitos
terapéuticos maximizados, com o mini-
mo de efeitos secundarios associados. A
utilizacao de NPs veio auxiliar esta con-
quista, uma vez que o aumento da area
de superficie possibilita uma maior so-
lubilidade do fdrmaco, em consequéncia
do seu tamanho nanométrico™.

Por tudo isto, a nanotecnologia e a ob-
ten¢ao de nanotransportadores tem vin-
do a crescer de forma exponencial nas
ultimas décadas, com mais de 100 pro-
dutos a serem aprovados para comer-
cializagao pela Food and Drug Administra-
tion (FDA)*°. Por conseguinte, e como j
tem sido referido ao longo desta mono-
grafia, é igualmente importante perce-
ber de que forma é que estes nanotrans-
portadores podem induzir toxicidade no
organismo, uma vez que nao sao total-
mente indcuos.

Ao longo deste tépico irdo ser aborda-
dos quatro tipos de NPs (lipossomas,
NPs poliméricas e metalicas e micelas
poliméricas) no que diz respeito a sua
toxicidade.

Lipossomas

Os lipossomas sdo pequenas vesiculas
lipidicas que se podem dividir em dois
grupos: os lipossomas unilamelares,
constituidos por uma unica bicamada
fosfolipidica, permitindo a incorporagao
e transporte de fairmacos hidrofilicos no
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seu nacleo aquoso; e os multilamelares,
mais completos e complexos, com duas
bicamadas de fosfolipidos, onde podem
ser incorporados tanto farmacos hi-
drofilicos (no nucleo), como lipofilicos
(entre as bicamadas)*°.

Para além dos fosfolipidos, os liposso-
mas podem ter outras moléculas na sua
constituicao a fim de aumentar a esta-
bilidade e a eficiéncia do nanotranspor-
tador. O colesterol e o polietilenoglicol
(PEG) sao dois constituintes muitas vez-
es incorporados nos lipossomas. O co-
lesterol permite uma maior estabilidade
da vesicula, uma vez que ¢ intercalado
entre as cadeias fosfolipidicas, impedin-
do assim a interacao entre elas; e o PEG
diminui o reconhecimento do lipossoma
pelo sistema reticuloendotelial, quando
inserido a superficie do transportador®.
De acordo com os dados da FDA, os li-
possomas sao 0s nanomateriais mais
utilizados, possuindo cerca de 30%
deste mercado, e sendo o cancro a sua
principal indica¢do terapéutica®'.

Um exemplo de um farmaco lipossomal
j4 inserido no mercado é o AmBisome®-
nome comercial para a forma lipossomal
da anfotericina B -, um antifangico com
largo espetro de acdo*'. Este formaco é
amplamente utilizado e muito menos
téxico quando comparado com a sua
forma convencional (n3o lipossomal),
podendo ser administrado por via pa-
renteral. No entanto, apesar de eficaz,
sdo reportadas com alguma frequéncia
reacoes de hipersensibilidade ao lipos-
soma, manifestadas por desconforto ab-
dominal e no peito ou dispneia, que ces-
sam com o terminar da infusdo ou com
a administracdo de anti-histaminicos*?.
Nath et al. relata o caso de dois pacien-
tes que desenvolveram rea¢des de hi-
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persensibilidade ao lipossoma apds um
tratamento com AmBisome®. Um dos
pacientes manifestou problemas respi-
ratérios enquanto que o outro demons-
trou angioedema facial. Nesta sequén-
cia, teve de ser injetada uma mistura de
adrenalina, difenidramina e hidrocorti-
sona a ambos os doentes, para tratamen-
to sintomatico. Nath et al. conclui sub-
linhando que neste tipo de tratamento
se deve garantir nao sé uma supervisao
adequada, como o suporte necessario®.

Nanoparticulas Metalicas

As NPs metdlicas podem ser puras ou
oxidadas e foram inicialmente identifi-
cadas por Faraday, em 1857*.

Podem ser atribuidas varias aplica¢des a
estas NPs, ndo s6 ao nivel do diagndsti-
co (agentes de contraste, por exemplo),
mas também como agentes terapéuticos,
uma vez que as suas agdes anticanceri-
genas e antibacterianas estdo comprova-
das. Neste grupo incluem-se as NPs de
prata, que sao utilizadas no tratamento
do cancro por induzirem o aumento da
p-53 e de ROS, ativando desta forma as
vias de apoptose. Para além disso, as
NPs de prata, bem como as de zinco,
tém também reconhecidas as suas pro-
priedades antibacterianas por mecanis-
mos que nao levam ao aparecimento de
resisténcias**.

Feraheme®, um firmaco aprovado pela
FDA em 2009, consiste numa formu-
lagdo intravenosa de NPs de ferro e é
utilizado no tratamento da anemia em
adultos que apresentem deficiéncia fér-
rica®.

Apesar de imprescindivel no tratamen-
to da anemia, o Feraheme® é apontado
como responsavel por alguma imuno-
toxicidade em varios estudos, nao se
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conhecendo ainda o mecanismo pelo
qual esta acontece. Esta situa¢do foi
comprovada por Shah et al., que estudou
o efeito do medicamento numa cultura
primaria de células T, observando uma
diminui¢do da producao de citocinas
pré-inflamatérias e aumento do stress
oxidativo mitocondrial. De seguida,
comparou o efeito imunotéxico do Fera-
heme® com o de outras formulacées con-
tendo ferro (Venofer®, Injectafer® e Fer-
rlecit®), tendo concluido que os danos
mitocondriais com consequente com-
prometimento da funcao das células T
sdo especificos do Feraheme®™*°.

Nanoparticulas Poliméricas

Alguns polimeros podem ser utilizados a
escala nanométrica para a encapsulagao
de agentes terapéuticos gragas a sua es-
tabilidade gastrointestinal®***¢. Torna-se
entdo possivel que fadrmacos instaveis
sejam administrados oralmente, ja que
ficam protegidos ndo sé do pH gastrico,
como também das enzimas digestivas®.
O tipo de polimero utilizado para encap-
sular um farmaco pode variar, existindo

Tabela 3. NPs Poliméricas*”*°

Derivadas de Polimeros
Naturais

Derivadas de Polimeros
Sintéticos

Quitosano, Acido Hialu-
rénico, Alginato, Gelatina,
Celulose, Ciclodextrina,
Queratina, Colagénio,
Hemoglobina, Albumina

e Glaten.

PLGA, Policaprolactona
(PCL), entre outros poli-
péptidos.

NPs derivadas de polimeros naturais e
NPs derivadas de polimeros sintéticos,
resumidos na Tabela 3*7*.

Estes nanotransportadores tém a van-
tagem de serem extremamente biocom-



pativeis e biodegradaveis, minimizan-
do tanto a resposta imunoldgica como
a acumulacio no hospedeiro®. H4 que
considerar, no entanto, que os polime-
ros naturais tém uma maior biocompa-
tibilidade. Por outro lado, os sintéticos
sdo mais versateis, podendo ser utiliza-
dos em conjunto com outros componen-
tes®.

Como exemplo de um medicamento
com este tipo de NP consideremos o
Neulasta® - a forma peguilada do filgas-
trim. Este fator de crescimento de glé-
bulos brancos é utilizado no tratamento
e na prevencio de neutropenias*®>®, A
Neutropenia Febril (NF) associa a baixa
contagem de leucdcitos a elevadas tem-
peraturas corporais e ¢ um efeito adver-
so muito frequente nos doentes que re-
cebem quimioterapia®'.

Apesar de tudo, a dor nos ossos é fre-
quentemente reportada como efeito
adverso dos estimuladores da granu-
locitose, sendo a incidéncia destas no-
tificagdes significativamente superior
no caso do Neulasta®. Romeo, Li e Co-
peland apresentam, no seu trabalho de
investigacdo, um case report onde o tra-
tamento profildtico com loratadina aliv-
iou completamente a dor éssea associa-
da ao Neulasta®. Sendo a loratadina um
anti-histaminico, pode sugerir-se que o
mecanismo da dor esta relacionado com
a liberta¢ao de histamina durante o pro-
cesso inflamatério®.

Micelas Poliméricas

As micelas poliméricas sao NPs esféri-
cas de co-polimeros anfifilicos. O seu
nucleo hidrofébico possibilita a incorpo-
racdo de farmacos insolaveis em 4agua,
como ¢ o caso do paclitaxel ou da doxor-
rubicina*. Este mesmo nucleo, ao fun-

Acta Farmacéutica Portuguesa, 2019, vol. 8, n°2

cionar como reservatorio do farmaco,
previne fenémenos de opsonizagao e de
adsor¢io que iriam diminuir a concen-
tracao do medicamento na corrente san-
guinea®. Por outro lado, o uso destas
micelas como agentes solubilizantes di-
minui a toxicidade da formulac¢iao, uma
vez que nao ha necessidade de utilizar
compostos mais tdxicos™*.

As micelas sdo formadas termodinami-
camente quando a concentra¢gdo dos
mondémeros proteicos existentes no
meio ultrapassa a Concentragdo Micelar
Critica (CMC). Nesta fase, os monéme-
ros aglomeram-se e formam a micela®.
Sendo essencialmente utilizadas como
transportadores de farmacos antican-
cerigenos, é um grande desafio avaliar a
sua toxicidade isoladamente, ja que os
efeitos adversos da NP sao facilmente
mascarados pelos dos farmacos antican-
cerigenos. Com esta situagao em mente,
Kawaguchi et al. avaliou a toxicidade de
micelas poliméricas vazias, concluindo
que ndo provocavam qualquer anomalia
patoldgica, apenas uma ativagdo tran-
sitéria do sistema mononuclear fago-
citario®>°.

O paclitaxel (PTX) é um farmaco an-
tineoplasico utilizado no tratamento
de vdrias formas de cancro, podendo
ser utilizado tanto em tumores sélidos
como disseminados, e tem tido um pa-
pel especialmente importante no cancro
da mama e dos ovarios®’. O Taxol®, um
medicamento ja comercializado, con-
siste em micelas poliméricas com PTX.
Apesar do seu largo espetro de atividade
antitumoral, o Taxol® tem uma utilidade
limitada como medicamento, devido as
reacoes de hipersensibilidade provo-
cadas pela micela. De forma a prevenir
uma rea¢dao potencialmente fatal, todos
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os pacientes em vias de receber trata-
mento com Taxol® deverdo ser profila-
ticamente medicados com corticoides,
antagonistas H2 e anti-histaminicos®’.

CONCLUSAO

Varios fatores contribuem para a toxici-
dade das NPs, porém, a dose sobrepde-se
a todos os outros.

No que diz respeito a correlagdo in vivo/in
vitro, verifica-se a existéncia de algumas
lacunas nos ensaiosinvitro, o que impede,
por enquanto, a eliminagao completa dos
estudos em animais. Deve-se apostar
numa maior regulamentacao desta area,
uniformizando os testes realizados nas
NPs, para que se possam estabelecer
perfis comparativos devidamente.

Ao avaliar o perfil toxicolégico de di-
versas NPs, é possivel encontrar alguns
fatores comuns, apesar de ainda nao
se conseguir esclarecer com clareza o
mecanismo de toxicidade pelo facto de
existirem diversas carateristicas fisi-
co-quimicas que podem ser alteradas
quando a particula entra no organismo.
As reagoes de hipersensibilidade pare-
cem ser o efeito adverso mais reporta-
do em todas as NPs correspondendo a
situacdes que podem e devem ser col-
matadas com o uso de anti-histamini-
cos. No caso das NPs poliméricas, mais
especificamente para o Neulasta®, é ain-
da reportada dor nos ossos como efeito
adverso a particula.

A utilizagao de NPs como transportado-
res de farmacos é, sem duavida, o futuro.
Sendo uma 4area em constante cresci-
mento e desenvolvimento, decerto que
serao colmatadas todas as lacunas exis-
tentes no que diz respeito a regulamen-
tagao da area num futuro préximo, para
que seja possivel, a partir dai, retirar
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conclusdes mais fidedignas acerca dos
mecanismos de toxicidade envolvidos.
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