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APRESENTACAO

De acordo com as normas vigentes no Regimento do Programa de Pds-Graduagéo em
Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, a presente tese
foi redigida na forma de encarte de publicacbes, sendo organizada da seguinte maneira:
Introducdo, Objetivos, Capitulos 1, 2 e 3 (Manuscritos aceitos e em fase de
redacdo), Discussdo, Conclusbes e Perspectivas, Referéncias Bibliograficas e
Anexos.

A Introducéo apresenta o embasamento tedrico com uma breve revisdo da
literatura e a justificativa para o desenvolvimento do trabalho. Os Materiais,
Métodos e Resultados, assim como as Referéncias Bibliograficas especificas
encontram-se em cada Manuscrito, denominados Capitulos 1,2 e 3.

A secdo Discussao contém uma interpretacdo geral dos resultados obtidos
nos trés manuscritos.

A secdo Conclusdes e Perspectivas aborda as conclusfes gerais obtidas na
tese e 0s proximos trabalhos a serem realizados.

A secdo Referéncias Bibliograficas lista as referéncias utilizadas na
Introducéo e Discusséao da tese.

A secdo Anexo contém a aprovacdo do comité de ética em pesquisa e o titulo

dos trabalhos apresentados em congressos relacionados a tese.
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RESUMO

Nanoparticulas poliméricas biodegradaveis tém recebido aten¢cdo como carreadores
de farmacos ao longo dos ultimos anos. Em muitos casos, a seguranca destes
nanocarreadores ndo foi demonstrada e pouco se sabe sobre a relagdo entre as
suas caracteristicas fisico-quimicas e suas propriedades toxicocinéticas e
toxicodindmicas. A nanotoxicologia esta emergindo como uma especialidade
importante da nanotecnologia e/ou toxicologia, e refere-se ao estudo da interacao de
nanoestruturas com sistemas bioldgicos. Nos ultimos anos, a maioria das pesquisas
foi centrada em estudos in vitro, entretanto, os resultados destes estudos necessitam
também ser avaliados em experimentos in vivo para o0 avan¢o na utilizacdo de
nanocarreadores na area biomédica. Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a toxicidade de nanocapsulas de nucleo lipidico (LNC), de poli(e-caprolactona), apos
administracao intraperitoneal (i.p.) e intradérmica (i.d.) em ratos Wistar. Para a
avaliacdo toxicoldgica aguda, foi administrada dose Unica em que se observaram
sinais clinicos e fisioldgicos, em ambas as vias. Apos 14 dias, os animais foram
eutanasiados e andalises macroscopicas e histopatoldgicas foram realizadas. Além
disso, sangue e urina foram coletados para andlises laboratoriais e avaliacao de
funcbes teciduais. A avaliacdo toxicolégica subcronica foi procedida da mesma
forma, exceto pela administracdo de doses repetidas diarias durante 28 dias. As
suspensdes de nanocapsulas foram preparadas pelo método de precipitacdo do
polimero pré-formado, as quais apresentaram tamanho médio de particula inferior a
250 nm, indice de polidisperséo (IPD) < 1, potencial zeta negativo e pH em torno de
6,7. Os animais tratados pela via i.p. (n=6/grupo) receberam para avaliacdo da
toxicidade aguda: solucdo salina ou polissorbato 80 (PS80) (12 ml/kg), utilizados
como controles e diferentes doses de LNC (18,03, 36,06, e 72,12 x 10** LNC/kg); no
teste de toxicidade subcronica foram utilizados os mesmos controles porém com
doses de 3mL/kg e 6,01, 12,02 ou 18,03 x 10 LNC/kg. Nos testes de toxicidade
aguda, nos animais administrados pela via i.p., foi observada diminuicéo significativa
de peso nos grupos tratados com LNC mesmo apos 14 dias da administracao
(p<0,05). Entretanto no teste subcronico esta alteracdo foi transitoria, e ocorreu
apenas no grupo que recebeu a maior dose até o quinto dia de administracao
(p<0,05). Houve aumento no peso relativo do baco nos animais que receberam a
dose mais alta de LNC (p<0,05) no tratamento agudo. A analise histopatolégica em
ambos os tratamentos, demonstrou a presenca de um granuloma de tipo corpo
estranho no figado e no baco dos animais que receberam a dose mais alta,
provavelmente devido ao volume de LNC administrado. Nao houve alteracdo nas
andlises bioquimicas de dano hepatico, renal, dentre outros em todos 0s grupos
tratados. Os dados hematoldgicos apresentaram uma leve alteracdo, entretanto foi
demonstrada interferéncia metodoldgica, evidenciada por testes preliminares in vitro.
Além disso, foram avaliados biomarcadores do estresse oxidativo (EO), marcadores
inflamatorios e de genotoxicidade. Os resultados dos biomarcadores de oxidacdo de
proteinas e lipidios ndo foram suficientes para iniciar um processo oxidativo, visto
gue ndo houve peroxidacao lipidica. Ainda, ndo houve deplecdo de antioxidantes,
dano ao DNA ou alteracdo nos marcadores inflamatorios. Nos ratos tratados pela via
i.d., foi utilizada solucao salina 1,2 ml/kg como grupo controle e uma dose de 7,2 x
10% LNC/kg de LNC, para um estudo preliminar agudo e solucdo salina ou PS 80
(0,9ml/kg) e trés doses de LNC (1,8, 3,6 ou 5,4 x 10* LNC/kg) para avaliacéo da
toxicidade subcrodnica. No teste de toxicidade aguda, ndo houve alteracdo do peso
corporeo, entretanto no teste de toxicidade subcronica houve uma diminuicdo
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reversivel do peso no grupo que recebeu PS80 (p<0,05). Os dados histopatoldgicos
nao apresentaram alteracdo. Nao houve alteracdo nos parametros bioquimicos,
exceto uma leve diminuicdo da atividade da butirilcolinesterase no grupo que
recebeu a dose mais alta (p<0,05). Por outro lado, houve aumento nos leucécitos no
grupo que recebeu LNC, no teste de toxicidade aguda e nos grupos que receberam
PS 80 e 5,4 x 10% LNC/kg (p<0,05) ap6s doses repetidas. Em relacdo a avaliacéo
sanguinea e tecidual dos biomarcadores do EO e dos marcadores inflamatérios, foi
observada uma inducdo nos marcadores de oxidacdo de proteinas juntamente com
uma inducdo enzimatica nos ratos que receberam a dose mais alta, além de uma
diminuicao dos niveis do IL-10 nos grupos que receberam PS80 e a dose mais alta
(p<0.05). Pode-se concluir que nas condi¢cdes dos experimentos, tanto pela via i.p.
guanto pela via i.d., ndo foram demonstrados danos teciduais, pois os achados
laboratoriais foram condizentes com os achados histopatoldgicos. Além disso, os
mecanismos de reparo foram suficientes para contrabalancar eventuais danos
oxidativos ou inflamatérios. Assim, o presente trabalho contribui para futuras
avaliacdes toxicologicas de nanocapsulas poliméricas, visto que foram realizadas
avaliacbes agudas e subcronicas sistematicas, com marcadores de dano renal
precoce e possiveis mecanismos de toxicidade envolvidos apds administracdo por
ambas as vias. O aumento na utilizacdo destas nanocapsulas e as lacunas nas
informagbes toxicologicas fazem com que desafios importantes devam ser
superados para permitir sua incorporacdo segura. Com isso, estudos nesta linha
podem embasar a avaliacdo da resposta tdxica e, consequentemente, levar ao
estabelecimento de regulamentacdes para avaliagcdo da toxicidade da maioria das
nanoparticulas poliméricas biodegradaveis utilizadas como carreadoras de farmacos.

Palavras-chaves: nanotoxicologia, in vivo, poli(s-caprolactona), nanocapsula de
nucleo lipidico, intraperitoneal, intradérmica
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ABSTRACT

Biodegradable polymeric nanoparticles have received attention as drug carriers over
the past years. In many cases, the safety of nanocarriers has not been demonstrated
and little is known about the relationship of its physicochemical characteristics and
their toxicokinetic and toxicodynamic properties. Nanotoxicology is emerging as an
important field of nanotechnology and toxicology, and refers to the study of the
interaction of nanostructures with biological systems. In recent years, most research
has focused on in vitro studies; however, the results of these studies should also be
evaluated trough in vivo experiments, in order to advance in biomedical application of
nanocarriers. Thus, the objective of this study was to evaluate the toxicity of lipid-core
nanocapsules (LNC), prepared with poly(e-caprolactone), after intraperitoneal (i.p.)
and intradermal (i.d.) administration in rats. For acute toxicological evaluation, it was
administered a single dose, i.p. and i.d., clinical signs and physiological effects were
observed. After 14 days, animals were euthanized and macroscopic and
histopathological analyses were done. In addition, blood and urine were collected for
laboratory analysis and evaluation of tissue functions. Subchronic toxicological
evaluation was similar, except for the administration of repeated doses for 28 days.
The suspension of nanocapsules were prepared by interfacial deposition of polymer,
which had patrticle size less than 250 nm, polydispersity index (IPD) <1, negative zeta
potential and pH around 6.7. Animals were treated via i.p. (N = 6/group), the doses
used for acute toxicity test were: saline or polysorbate 80 (PS80) 212 ml/kg) as
controls or three different doses of LNC (18.03, 36.06, e 72.12 x 10** LNC/kg); for
subchronic toxicity test, same controls were used but the doses were 3 ml/kg and
6.01, 12.02 ou 18.03 x 10 LNC/kg administered daily for 28 days. In acute toxicity
test, with i.p. administration, groups treated with LNC presented a significant
reduction in relative weight even after 14 days of administration (p<0.05); however in
the subchronic test, this change was transient, and occurred only in the group
receiving the highest dose until the fifth day of administration (p<0.05). There was an
increase in relative weight of spleen in animals that received the highest dose of LNC
(p<0.05) in acute treatment. Histopathological analysis in both the treatments,
showed a granulomatous foreign body reaction in liver and spleen of animals
receiving the highest dose, probably because the volume of LNC administered. There
were no changes in biochemical parameters of liver or kidney damage, among all
treated groups. Hematological data showed a slight change; however it was
demonstrated an interference of the methodology, further evidenced by preliminary in
vitro tests. Furthermore, we evaluated biomarkers of oxidative stress (OS),
inflammatory and genotoxicity markers. The results of the oxidation of proteins and
lipids biomarker were not sufficient to initiate an oxidative process, since no lipid
peroxidation occurred. Still, no depletion of antioxidants, DNA damage or change in
inflammatory markers was observed. In rats treated via i.d., saline was used as
control (1.2 mi/kg) and a dose of 7.2 x 10™® LNC/kg of LNC to a preliminary acute
study, and saline or PS 80 (0.9ml/kg) used as controls or three doses of LNC (1.8,
3.6 ou 5.4 x 10% LNC/kg) for subchronic toxicity evaluation. In acute toxicity test,
there was no change in relative body weight, however, a decreased was found for
the group receiving PS 80 in subchronic test (p <0.05). No histopathological
alteration was found. Also, there was no change in biochemical parameters, except a
slight decrease of butyrylcholinesterase activity in the group receiving the highest
dose (p<0.05). Moreover, in acute toxicity test, it was found an increase in white
blood cells in group receiving LNC; these increasing also occurred after repeated
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dose test, in PS 80 and 5.4 x 10 LNC/kg of LNC groups (p <0.05). Regarding blood
and tissue biomarkers of OS and inflammatory markers, an induction in protein
oxidation marker along with antioxidant induction in rats which received the highest
dose were observed, also reduced levels of IL-10 in rats that received the higher
dose and PS80 (p <0.05). It can be concluded that, under the experimental
conditions, for i.p. and i.d. administration, tissue damage was not found, since
laboratorial analysis results were consistent with histopathological findings.
Furthermore, mechanisms of repair were sufficient to offset oxidative damage or
inflammation.Thus, this study contributes to future toxicological evaluations of
polymeric nanocapsules, since a systematic acute and subchronic evaluation with
early renal damage markers and possible mechanisms of toxicity involved after ip
and id routes were performed. The increase in the use of these nanocapsules and
the gaps in toxicological information make important to overcome these challenges in
order to allow its safe incorporation. Thus, studies in this line are important to
evaluate toxic response, and lead to establishing rules for evaluating the toxicity of
most biodegradable polymer nanoparticles used as carrier of drugs.

Keywords: nanotoxicology, in vivo, poly(e-caprolactone), lipid-core nanocapsule,
intraperitoneal, intradermal
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1. INTRODUCAO




1.1 Nanotecnologia

1.1.1 Aspectos Gerais

A nanotecnologia, muitas vezes descrita como uma revolucao tecnoldgica,
combina alto investimento, rapido progresso cientifico e comercializacdo
exponencialmente crescente, tendo assim um impacto significativo na sociedade nas
ultimas décadas (JAIN, 2005). As propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas
(NPs) oferecem um potencial ilimitado de aplicacdes com beneficios que permitem
melhorar a qualidade de vida e também ajudar no tratamento e na preservacdo do
meio ambiente, visto que ha uma enorme expansao da pesquisa nesse novo campo
interdisciplinar que envolve biologia, fisica, quimica, engenharia, farméacia e
medicina. Nesse sentido, pode-se mencionar o uso das NPs nas mais variadas
areas e produtos de consumo, como na fabricacdo de dispositivos eletronicos,
aditivos alimentares, produtos antibacterianos, engenharia de tecidos (LIU et al.,
2011), em produtos de higiene pessoal, cosmeéticos e perfumes (MENARD, et al.,
2011), na medicina, no segmento de imagens em diagndsticos, também em
pesquisas bioldgicas, como na deteccdo de biomoléculas em ensaios de DNA,
imunoensaios e bioimagem celular (GARCIA, 2010; LIU, 2006), assim como
sistemas carreadores de agentes terapéuticos que atuam na liberacdo de farmacos
e genes (GUTERRES et al, 2007; BRIGGER et al., 2002, FARAJI e WIPF, 2009).
Outra grande aplicacdo da nanotecnologia consiste nas novas formulacdes para o
diagnostico e tratamento do cancer, com o objetivo de aprimorar os métodos de
deteccdo de tumores a aumentar a eficacia dos medicamentos utilizados atualmente
(FERRARI, 2005).

Dentre os inUmeros materiais nanoestruturados com grande potencial na area
biomédica, as NPs tém tido destaque como sistemas carreadores de farmacos (LEE
e WANG, 2006), pois apresentam uma seérie de vantagens que as tornam
promissoras no desenvolvimento de nanomedicamentos, sendo indmeros 0S
beneficios potenciais para aplicacdo clinica (GUTERRES et al., 2007). Os sistemas
carreadores nanoestruturados apresentam dimensdées diferentes, e diferem entre si
de acordo com a composicdo qualitativa e organizacdo em nivel molecular
(COUVREUR et al., 2002).
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O emprego das NPs como sistemas de liberacdo de farmacos (drug delivery
systems) apresenta vantagens resultantes de duas das suas principais propriedades
basicas: a) o tamanho reduzido, permitindo que penetrem através de pequenos
capilares e que sejam capturadas por células, atravessando, portanto, certas
barreiras biol6gicas, 0 que resulta em acumulo no sitio alvo de acado; b) a
versatilidade dos sistemas, nos quais diversos agentes terapéuticos podem ser
encapsulados por diferentes mecanismos. Além disto, dependendo das condi¢es
de preparacdo (método e composicdo), sistemas com diferentes propriedades e
caracteristicas de liberacdo do farmaco podem ser desenvolvidos, inclusive
permitindo sua cedéncia sustentada no sitio de acdo, ou seja, as vantagens das
aplicacbes destes sistemas vao desde a vetorizacdo de farmacos a alvos
especificos, apds administracdo parenteral, até a veiculagdo de farmacos visando a
administracao oral, ocular ou tépica (GUTERRES et al., 2007). S&o relatados ainda
por diminuir a toxicidade, permitindo novas possibilidades para utilizacdo dos
farmacos. Comparados a terapia convencional, podem carrear o farmaco
diretamente nas células doentes e minimizar os danos as células saudaveis (CHEN
et al., 2011). Como exemplos desses sistemas temos as nanoparticulas poliméricas
e os lipossomas, dentre outros (Figura 1) que estdo sendo estudados para o
tratamento de diversas doencas como cancer, inflamacoes e malaria (KUMARI et al.,
2010).
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Figura 1. Diferentes tipos de nanoparticulas utilizadas na pesquisa biomédica ou em drug delivery

(Adaptado de FARAJI et al., 2009)
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NPs poliméricas sdo coldides vesiculares ou matriciais contendo polimero
como um dominio no sistema, com diametro abaixo de 1 pm, o qual varia
dependendo dos constituintes da formulagdo, bem como dos métodos de sintese.
Geralmente possuem diametros médios compreendidos entre 100 e 500 nm
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Dentre as NPs poliméricas, encontram-se as
nanocapsulas, que sao vesiculas carreadoras de farmacos formadas por um
invllucro polimérico disposto ao redor de um nucleo lipofilico; um novo tipo de
nanocapsula, chamadas nanocapsulas de nucleo lipidico (LNC), que sdo vesiculas
estruturadas por uma dispersdo de um lipidio sélido e um lipidio liquido envolvidos
por uma parede polimérica (VENTURINI et al., 2011), e as nanosferas as quais
possuem uma matriz polimérica na qual o farmaco fica retido ou adsorvido
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

As aplicacdes das nanocapsulas poliméricas estdo voltadas para polimeros
biodegradaveis e biocompativeis como acido poli-D,L-lactidio-co-glicolidio (PLGA),
acido polilactico (PLA), poli-e-caprolactona (PCL), entre outros (KUMARI et al.,
2010). O termo biodegradavel significa que os polimeros sofrem degradacao
macromolecular com dispersao in vivo (WOODRUFF e HUTMACHER, 2010). A
nanoescala biodegradavel esta sendo utilizada para obter um alto efeito com minima
toxicidade (GUTERRES et al., 2007). Varios estudos tém relatado a utilizacdo de
LNC formadas com poli (e-caprolactona) (PCL) (Figura 2) com resultados
promissores no ambito de drug delivery (ALVES et al., 2007, CATTANI et al.,,
2010, CRUZ et al., 2006, BERNARDI et al., 2009, HAAS et al., 2009, FROZZA
et al., 2010, BERNARDI et al., 2012).

Para a obtencéo dos efeitos terapéuticos desejados, os sistemas carreadores
devem ser minuciosamente planejados em relacdo as suas caracteristicas fisico-
guimicas. As caracteristicas fisico-quimicas das NPs, tais como hidrofobicidade,
potencial de superficie, perfil de biodegradacdo, bem como as caracteristicas do
farmaco a ser associado, como solubilidade, massa molar, polaridade, etc, terdo
influéncia na organizacdo em nivel molecular dos sistemas, consequentemente
influenciando o perfil farmacocinético/toxicocinético do farmaco (GUTERRES et al.,
2007; VAUTHIER e BOUCHEMAL, 2009).
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Figura 2. Nanocapsula de nucleo lipidico estruturada por uma dispersdo de um lipidio s6lido
(monoestearato de sorbitano - SM) e um lipidio liquido (trigliceridio de cadeia média - CCT)

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

Dentre os polimeros utilizados, a PCL tem recebido grande atencdo para
utilizacdo em drug delivery, pois se destaca devido a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade e propriedades mecéanicas. Além disso, € um polimero que
apresenta degradacao por hidrolise em condi¢cdes fisiologicas, sendo mais lenta
comparada a outros (GUTERRES et al.,, 2007). Tem sido utilizada também para
outras finalidades, como por exemplo, em dispositivos implantaveis utilizados a
longo prazo (KUMARI et al., 2010). Varios trabalhos tém demonstrado a importancia
do emprego deste polimero no desenvolvimento de sistemas carreadores de
farmacos nanoparticulados (SOPPIMATH et al., 2001; LU e CHEN, 2004).

Muitos métodos tém sido desenvolvidos para preparacdo de NPs. Estes
métodos podem ser classificados em duas principais categorias levando em
consideracdo se a formacdo das NPs requer uma reacdo de polimerizacao
(polimerizacgéo in situ), ou se estas sao formadas diretamente com um polimero pré-
formado (SCHAFFAZICK et al., 2003; JAGER et al., 2009). As LNC s&o formadas

por precipitacdo do polimero pré-formado, como ilustrado na Figura 3.
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Figura 3. Método empregado na preparacdo de nanocapsulas de nucleo lipidico, baseado na
precipitacdo de polimeros pré-formados (Adaptado de VENTURINI et al., 2011).

Existem diversos tipos de NPs, utilizadas na area biomédica, sendo estudadas
guanto a sua toxicidade, dentre elas os nanotubos de carbono, dendrimeros,
guantum dots, nanoparticulas superparamagnéticas, dentre outras (Figura 4). Os
dados disponiveis indicam que a toxicidade depende da composicdo dos
nanomateriais e de suas propriedades, incluindo o tamanho das particulas, forma,
superficie e solubilidade em fluidos biolégicos, bem como a via de exposicédo
(OBERDORSTER, 2005; KARLSSON, 2008; OSTIGUY, 2008; 2009; AITKEN, 2009),
ou seja, dependendo do tipo de nanoparticula, as propriedades mudam e
consequentemente sua toxicidade.

Ao mesmo tempo em que pesquisas na area de nanotecnologia avancam,
existe uma limitada, porém crescente, quantidade de dados disponiveis sobre a
toxicidade de nanomateriais (OSTIGUY, 2008). Entretanto, NPs poliméricas
biodegradaveis utilizadas como sistemas carreadores de farmacos, ndo tém sido
estudadas quanto a sua possivel toxicidade e/ou possivel mecanismo de toxicidade,
devido ao fato de que na forma bulk, estes polimeros além de ndo apresentarem
toxicidade, séo ditos biodegradaveis; entretanto, sabe-se que alterando o tamanho
das particulas, alteram-se as propriedades fisico-quimicas e sua interacdo com o

organismo (YILDIRIMER et al., 2011). Além disso, o fato de ser biodegradavel ndo
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significa que imediatamente apds a degradacéo ira afastar-se do seu local de acdo e
ser removido do organismo (WOODRUFF e HUTMACHER, 2010).
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Figura 4. Tipos de nanoparticulas utilizadas na area biomédica (Adaptado de YILDIRIMER et al.,
2011)

O estudo toxicolégico de uma substancia quimica € uma etapa importante
para 0 uso seguro na saude humana. Além disso, os estudos toxicologicos pré-
clinicos tém o propésito de buscar informacdes sobre as concentracdes de
substancias capazes de provocar efeitos toéxicos e identificar 6rgdos alvo suscetiveis
a estes efeitos e consequentemente, a modificacdo desses produtos com o objetivo
de melhorar a sua biocompatibilidade e minimizar seus efeitos toxicos. A
investigacdo sobre a seguranca da nanotecnologia deve ser multidisciplinar e nesta
linha, a nanotoxicologia € considerada uma subarea emergente e importante dentro
desta ciéncia (OBERDOSTER et al., 2007).

Estudos da toxicidade de NPs biodegradaveis sdo importantes ndo sé para
avaliacdo dos materiais nanoestruturados, mas para garantir a seguranca de

formulacfes de alta tecnologia, preparadas com materiais biodegradaveis permitidos
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pela legislacdo vigente para uso na forma bulk ou em solugéo, mas que ainda
devem ser reavaliados quando nanoestruturados, principalmente quanto ao uso

prolongado.

1.2 Nanotoxicologia

1.2.1 Apectos Gerais

Ha muitos anos é reconhecido que a forma fisica de materiais pode mediar
sua toxicidade. Nos ultimos 20 anos de pesquisas na area da toxicologia, foram
sugeridas associacdes complexas e nao reconhecidas entre as caracteristicas fisico-
guimicas de materiais em nanoescala e interacdes biologicas (MAYNARD et al.,
2011).

Além disso, com o rapido crescimento na area da nanotecnologia e a
producédo crescente de nanomaterias complexos, torna-se cada vez mais importante
entender como a forma fisica e a composicao quimica destes materiais interagem
sinergicamente para determinacdo da sua toxicidade. Como resultado disso, a
nanotoxicologia, considerada uma subarea emergente e importante dentro da
toxicologia e da nanotecnologia, deve ser multidisciplinar, e estudos de possiveis
inducbes nas respostas toxicolégicas resultantes das interacdes entre as
nanoestruturas e os sistemas biolégicos precisam ser investigados (DONALDSON et
al., 2004, FISCHER e CHAN, 2007).

Outro aspecto importante € a nanotecnologia depender, em parte, da
exploracédo das propriedades especificas que 0os nanomateriais possuem. Pelo fato
de serem sintetizados a nanoescala, apresentam propriedades fisico-quimicas
Gnicas que podem interferir e/ou reproduzir desafios no uso das avaliacdes
toxicolégicas classicas. Estas propriedades fisico-quimicas Unicas das NPs séo
também as que lhes conferem uma atividade bioldgica peculiar que, de certo modo,
depende do seu tamanho. Essa diferente atividade bioldgica esta relacionada a
aspectos inerentes a sua capacidade de transpor as barreiras fisioldgicas, a sua
enorme reatividade quimica relacionada com a grande area superficial que
apresentam em relacdo ao seu tamanho reduzido, etc (FARIA, 2010). Com isto,

requerem uma maior caracterizagdo de fatores como tamanho, forma, area de
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superficie, solubilidade, aglomeracdo, pureza, que outros compostos quimicos.
Outras caracteristicas como capacidade de adsorcdo, propriedades Opticas e
aumento da atividade catalitica podem também influenciar os resultados de muitos
estudos in vitro (DHAWAN e SHARMA, 2010). Portanto, a caracterizacao fisica e
guimica das NPs representa um passo importante nos estudos toxicolégicos e
ecotoxicoldgicos (Figura 5), no sentido de avaliar corretamente os seus efeitos
toxicos, identificar as suas possiveis vias de exposicdo e prever 0S [riscos
relacionados com a sua sintese e utilizagdo (MONTEIRO-RIVIERE, 2007)

Sintese de
NMs

Caracterizacéo
fisica

Propriedades dos
materiais relacionadas

tamanho formato

hidrofobicidade

Caracterizacao
quimica

quimica da superficie:
grupos funcionais

carga potencial zeta

Interacéo
com
proteinas

Caracterizacéo

biologica

citotoxicidade resposta celular

distribuicdo no orgéos
mecanismos metabolicos
clearence

imunosupressao/estimulacéo

Propriedades
farmacocinéticas
relacionadas

Figura 5. Relac@o das propriedades fisico-quimicas e as respostas in vivo. Cada propriedade da
nanoestrutura pode influenciar na resposta bioldgica. Estudos devem caracterizar propriamente as
nanoestruturas para correta interpretagédo dos resultados bioldgicos, visto que estdo correlacionados.
(Adaptado de FISCHER e CHAN, 2007)
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OBERDORSTER e colaboradores (2005) deram os primeiros passos
direcionados para a concepcdo de uma estratégia de avaliacdo toxicoldgica dos
nanomateriais. Identificaram caracteristicas das NPs que devem ser consideradas
guando se pretende avaliar a sua toxicidade, tais como o seu tamanho, forma, area
superficial, revestimentos, estrutura cristalina, entre outras. Contudo, as técnicas de
avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas das NPs ndo podem ser determinadas
por técnicas utilizadas para a caracterizacao dos materiais de maior tamanho, nem
com as técnicas de rotina aplicadas nos laboratérios (OBERDORSTER et al., 2005),
dificultando assim, que haja uma caracterizacdo detalhada de grande parte das
nanoestruturas estudadas.

POWERS e colaboradores (2007) também abordaram a importancia do
entendimento prévio das caracteristicas fisico-quimicas dos nanomateriais como
parte essencial para se avaliar o potencial toxico destes materiais em sistemas
bioldgicos, incluindo medidas de tamanho e distribuicdo de tamanho, caracteristicas
morfologicas e quimicas de superficie. Os autores sugerem regras fundamentais
para 0 sucesso destes estudos, tais como: a) o emprego de amostras
representativas; b) a medida do tamanho e distribuicdo de tamanho no estado mais
disperso; c) a escolha da propriedade fisica mais adequada para cada tipo de
caracterizacdo; d) a andlise do numero de particulas; e) a caracterizacdo das
particulas, quando possivel, nos meios biolégicos, como por exemplo, nos meios
utilizados nas culturas celulares ou no minimo, em iguais condi¢cdes de pH e forca
ibnica (POWERS et al., 2007).

Para o continuo progresso da nanotecnologia € necessario o uso racional por
meio da andlise toxicolégica dos materiais que estdo sendo empregados. Isso
conduz alguns paises a publicarem inventarios, disponiveis online, dos produtos
consumidos com base em nanotecnologia, ressaltando dificuldades no
reconhecimento (PEN, 2011). Além disso, o crescimento exponencial que a
nanociéncia tém tido nos ultimos anos, mobilizou a atencéo do publico, de entidades
reguladoras e de toda a comunidade cientifica, para a necessidade de avaliar os
riscos que 0s nanomateriais podem representar, tanto para o homem como para o
ambiente, dado que a sua producdo, quer a escala laboratorial quer a escala

7

industrial, € cada vez maior. Nesta perspectiva, DONALDSON e colaboradores
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(2004), propuseram este novo conceito na &area da toxicologia, a ideia de que as
NPs comportam-se de maneira diferente dos materiais da mesma composi¢ao
guimica mas de maiores dimensfes, sugerindo a criacdo desta nova area
(DONALDSON et al., 2004, MAYNARD et al., 2011).

1.2.2 Avaliacdo nanotoxicologica

Atualmente, a maior parte das avaliacdes toxicologicas de NPs disponiveis na
literatura cientifica est4 baseada em técnicas in vitro, demonstrando uma deficiéncia
de avaliacdes toxicoldgicas in vivo, principalmente com exposi¢do prolongada. Além
disso, os poucos estudos in vivo ndo apresentam, em sua maior parte, diferentes
vias de administracdo, comparacdo entre vias ou utilizacdo de vias alternativas
(OSTROWSKI et al.,, 2009). Estes aspectos demonstram a necessidade de se
conduzir estudos nessa area, fundamentais para fornecer subsidios para melhorar a
aceitacdo publica dos produtos nanotecnolégicos, permitindo ampliar a percepcao
publica da nanotecnologia. A importancia do desenvolvimento e adaptacdo de
métodos de avaliacdo da toxicidade de nanoprodutos também esta relacionada com
0 equacionamento dos aspectos regulatérios que propiciardo a aprovacdo de
produtos seguros para o mercado.

A escassez de informacdes e regulamentacbes a respeito da avaliacao
toxicolégica de nanomateriais expde a necessidade de pesquisa nesta area. Alguns
paises tém adaptado protocolos estabelecidos, bem como realizado recomendacdes
no ambito da nanotoxicologia, entretanto existem divergéncias de informacdes e
dificuldade em generalizar tais estudos devido a diferenca entre os diversos
nanomateriais avaliados. Além disso, existe prioridade em se avaliar materiais
nanoestruturados, os quais, em sua forma bulk, apresentem toxicidade, como no
caso dos nanotubos de carbono, 6xidos metélicos, fulerenos, dentre outros (OECD,
2010). Entretanto, 0os materiais que ja foram demonstrados seguros em
medicamentos convencionais, deveriam ser mais estudados para sua rapida
utilizacdo como nanocarreadores. Além disso, materiais biodegradaveis séo
preferidos em relacdo a materiais bioresistentes, por possuirem melhor eliminagéo

do corpo, evitando riscos de acumulacéo e toxicidade a longo prazo.
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Para que um novo farmaco seja liberado para uso assistencial sdo exigidos
inimeros estudos toxicolégicos que geram as informacdes necessarias para
comprovar a sua seguranca e eficacia (ICH, 1996). Esta avaliacéo torna-se relevante
guando novos biomateriais ou NPs sdo avaliadas. Neste contexto, a maioria dos
estudos nanotoxicologicos tem como objetivo avaliar amplamente a toxicidade
destes nanomateriais, através, principalmente, de estudos in vivo e in vitro, para que
0s compostos com maior probabilidade de sucesso em estudos pré-clinicos, devido
a alta seguranca, tolerancia ou toxicidade reduzida, sejam identificados rapidamente.

A pesquisa com novos farmacos tem sido um dos grandes fatores motivadores
para a regulamentacdo das atividades de pesquisa envolvendo seres humanos e
animais. Estes estudos podem ser classificados em duas etapas: pré-clinica e
clinica, sendo a primeira realizada em modelos celulares e animais e a segunda em
seres humanos (GOLDIM, 2007). Estudos toxicologicos pré-clinicos tém o proposito
de buscar informacdes sobre as concentra¢des de substancias capazes de provocar
efeitos toxicos e identificar Orgdos alvo suscetiveis a estes efeitos, e
complementarmente o mecanismo de acdo envolvido. Com base nestes estudos é
possivel realizar modificacdes destes produtos com o objetivo de melhorar sua
biocompatibilidade e minimizar seus efeitos toxicos. Segundo LEHR et al. (2011), a
partir das inUmeras possibilidades que o nanoencapsulamento de farmacos pode
oferecer, € fundamental que se tenha a garantia da seguranca destas formulacdes,
gue precisa ser demonstrada o quanto antes, especialmente por estudos pré-clinicos
(in vivo), seguidos, finalmente, por estudos clinicos (LEHR et al., 2011).

Testes de seguranca pré-clinica devem considerar: (1) selecdo de espécies
animais relevantes, (2) idade, (3) estado fisiologico, (4) a forma de administracdo,
incluindo a dose, a via de administracdo (preferencialmente mais de uma, ou a que
sera utilizada posteriormente), e o regime de tratamento, e (5) estabilidade do
material de teste sob as condicbes de utilizacdo. Além disso, a avaliacao
toxicolégica pré-clinica de um novo farmaco pode ser subdividida em quatro
estagios, de acordo com o tempo de exposicdo: toxicidade aguda, subaguda,
subcronica e crénica (KLAASSEN, 2001). A duracdo dos estudos preé-clinicos de
cada composto deve estar relacionada ao periodo previsto para 0 seu UuSO

terapéutico. Segundo a WHO (1993), os testes de toxicidade pré-clinica seguem
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padrbes comumente utilizados por diversos paises, podendo variar de acordo com
regulamentacgdes individuais.

Um aspecto importante, principalmente nas fases pré-clinicas de
desenvolvimento de nanofarmacos, € a falta de orientacao das agéncias reguladoras
para que um conjunto de avaliagdes in vivo e in vitro seja realizado a fim de que os
produtos progridam a partir de testes pré-clinicos para testes clinicos. Estudos in
vivo avaliam o organismo como um todo, em que nanofarmacos séo carreados por
um ou mais mecanismos dependendo da via de administracdo: inalatéria, dérmica,
ingestdo ou injecdo. Através de uma variedade de técnicas, avaliagbes in vivo
incluem a determinacéo fisiol6gica da localizacao e da concentracdo do material em
guestdo nos tecidos, taxa de excrecdo, avaliagdo macroscopica do tecido e
toxicidade sistémica em geral. Por outro lado, avaliagdes in vitro s&o compostas por
estudos com células, tanto isoladas de animais quanto por linhagens celulares, em
cultura de células. Em geral, o uso de células primarias (isoladas diretamente dos
animais) proporcionam resultados mais realisticos da toxicidade, devido as
linhagens celulares imortalizadas transformarem-se com o tempo; porém, 0 uso
destas células é difundido, principalmente pela reducdo no uso de animais
(MAURER-JONES E HAYNES, 2012). Existe uma abundancia de testes in vitro,
muitos deles permitem que 0s pesquisadores comprovem o mecanismo de interacéo
das NPs com as células, além de serem testes rapidos, baratos e faceis de serem
executados pelo alto rendimento celular (MARQUIS et al., 2009). No entanto, tanto
testes in vivo quanto testes in vitro possuem limitacdes (custo e escolha da dose,
respectivamente), porém ambos fornecem informacdes necesséarias e
complementares a respeito da acdo de NPs terapéuticas formando diretrizes a
serem informadas aos 6rgdos de fiscalizacdo otimizando com isso, 0 progresso
tecnolégico. Enquanto o debate continua controverso sobre a necessidade de um
novo regulamento ou de apenas uma regulamentacdo adicional aos existentes,
torna-se necessario para a nanotecnologia que ocorra fiscalizacdo, a qual ira
fornecer orientacdes claras aos cientistas de qual direcdo seguir em estudos pré-
clinicos e quais tipos de testes de toxicidade e modelos de sistemas permitirdo um
desenvolvimento rapido e seguro destes produtos (MAURER-JONES et al. 2009) e

pesquisas nesta area fornecem subsidios para este progresso.
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1.2.3 Toxicidade de nanoparticulas carreadoras de farmacos

Nanoparticulas carreadoras de farmacos podem ser sintetizadas a partir de
uma ampla gama de precursores, incluindo materiais de carbono, polimeros, metais,
dentre outros; podem ser compostos por um Unico elemento ou misturas de
elementos e moléculas (OSTIGUY, 2007; AITKEN, 2009). Como citado
anteriormente, tem sido alvo de interesse cientifico, pois possuem novas
propriedades e caracteristicas quando comparados as particulas de maiores
dimensBes com a mesma composicdo, incluindo maior area de superficie e maior
reatividade quimica (STERN e MCNEIL, 2008).

No entanto, os nanocarreadores ditos “convencionais” (de superficie nao
modificada), que possuem superficies mais ou menos hidrofobicas, s&o
reconhecidos como corpos estranhos. Consequentemente, tém como destino usual
as células do sistema fagocitario mononuclear (células de Kupffer do figado,
macréfagos do baco, medula 6ssea, pulmdo, ndédulos linfaticos) por captura
(“uptake”), apds a opsonizagao (adsorgao) por proteinas plasmaticas (opsoninas),
sendo, portanto, rapidamente retirados da circulacdo. Para alterar este destino,
modificacdes na superficie das estruturas devem ser feitas, gerando as chamadas
nanoparticulas furtivas (Stealth®) ou de longa circulacdo, as quais ndo sofrem
opsonizacdo e, por consequéncia, ndo sao reconhecidas pelos macréfagos. Desta
forma, as particulas carreadoras de farmacos podem circular na corrente sanguinea
por um maior periodo de tempo, ao contrario dos sistemas convencionais, podendo
acumular-se em outros alvos terapéuticos que ndo os macréfagos do sistema
reticulo endotelial, como por exemplo, em tumores sélidos (SCHAFFAZICK et al.,
2006; GUTERRES et al., 2007).

A toxicidade de NPs envolve sistemas fisiopatoldgicos, fisico-quimicos e
moleculares. Um fator importante considerando a toxicidade de NPs é a via de
administracdo, como citado anteriormente. HA& exposicdo através de varias vias
como inalatéria, digestiva, dérmica, parenteral, dentre outras, resultando em
diferentes barreiras biolégicas que devem ser consideradas. A Figura 6 demonstra
as vantagens e desvantagens de cada uma destas vias (YILDIRIMER et al., 2011).
Exposicdes através da pele, do trato respiratorio, do trato gastrintestinal e dos vasos

linfaticos tém sido descritos para NPs contendo metais, nanotubos de carbono,
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dentre outras. Sabe-se que podem induzir citotoxicidade e/ou genotoxicidade. Por
outro lado, sua antigenicidade ainda ndo estd bem compreendida. Além disto, elas
podem alterar as propriedades fisico-quimicas dos farmacos resultando em
mudancas na estabilidade, solubilidade e disponibilidade farmacocinética (EL-
ANSARY e AL-DAIHAN, 2009).

ApG6s administracdo em animais, uma vez no corpo, NPs em geral, podem ser
absorvidas, atravessar membranas e circular na corrente sanguinea e sistema
linfatico. Algumas translocam dos pulmdes e do trato gastrintestinal para outros
orgaos incluindo o cérebro, figado e coracdo (OSTIGUY, 2008; STERN e MCNEIL,
2008). Dependendo da via de administracdo, podem também ser transportadas ao
longo dos nervos por transporte axonal para estruturas ganglionares e para o
sistema nervoso central (OBERDORSTER et al., 2005). Proteinas podem revestir a
superficie das NPs alterando a maneira como interagem com as células, além de
alterar a funcdo das proteinas adsorvidas (EL-ANSARY e AL-DAIHAN, 2009). Em
um estudo de reviséo realizado por VEGA-VILLA e colaboradores (2008), em que
pesquisaram a toxicidade de nanocarreadores organicos e inorganicos, foi relatado
gue apos administracdo intraperitoneal, NPs atravessaram a membrana
transplacentaria ou a cavidade peritoneal no utero, afetando o desenvolvimento
craniano dos embrides e ocasionando a morte de alguns deles (VEGA-VILLA et al.,
2008). Além disto, foi relatado que apos exposicdo oral, alguns tipos de NPs foram
distribuidos pelo figado, baco, pulmdes, cérebro e trato gastrointestinal (Gl) e ainda,
célon, medula 6ssea e vasos linfaticos apos administracao intravenosa (HAGENS et
al., 2007). A distribuicdo € seguida por uma rapida depuracao sistémica, predomi-
nantemente pela acdo dos macrofagos, do figado e do baco; no entanto, podem se
acumular no figado durante o metabolismo de primeira passagem (OBERDORSTER
et al., 2005).

37



Pulmonary

Oral Advantage:
Advantage: *Non-invasive
*Non-invasive means of NP
means of NP delivery
delivery *Large surface
Disadvantage: area
*First-pass *Local action
metabolism in the *Avoidance of
liver — potentially first-pass

hepatotoxic metabolism in the
*Potential for liver
translocation into » Disadvantage:
systemic sLocal toxicity
circulation *Potential for
*Requires intact translocation into
intestinal mucosa systemic
\ forNPuptake \ circulation /
(Transdermal ) ( Intravenous |
Advantage: Advantage:
*Non-invasive °Sy_stemlc :
means of NP ﬁ;ls‘:ﬁ i(::t:;]:;on
delivery YStemic actic
*Large surface arca gl;:m:age:
*Local action -pass
Disadvantage: metabolism in the
*Local irritation liver — potentially
*Potential for hepatoto'x:c
translocation into °Sy.<st§mlc
toxicity

Qstemic circulation /
Figura 6. Vantagens e desvantagens das principais vias de administracdo de nanoparticulas
(YILDIRIMER et al., 2011)

Segundo METCALFE e colaboradores (2008) uma vez que penetram nos
tecidos ou sao transportadas pelas membranas, a toxicidade das NPs de uma
maneira geral, pode ocorrer por uma ou pela combinacdo de varios mecanismos. O
comportamento das nanoestruturas pode ser resumido da seguinte forma: (1)
nanoestruturas podem entrar no corpo através de seis vias: intravenosa, inalacao,
por via cutanea, subcutanea, intraperitoneal e oral (RAYMAN-RASMUSSEN et al.,
2007); (2) a absorcdo pode ocorrer quando houver interacdo com componentes
biolégicos (ou seja, proteinas, células); (3) logo, podem se distribuir para varios
orgdos no corpo, podendo permanecer a mesma estrutura, ser modificada, ou
biotransformada (BORM et al., 2006); (4) podem entrar nas células dos 6rgéos,
residir nas células por tempo indeterminado, para se deslocar para outros 6rgaos ou
ser excretada (EL-ANSARY e AL-DAIHAN, 2009). Devido a escassez de estudos
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envolvendo nanocapsulas ou até mesmo NPs poliméricas, a maioria dos estudos
citados sdo com nanocarreadores diversos, como dendrimeros, lipossomas,
nanoesferas, dentre outras NPs utilizadas como nanocarreadoras de farmacos.

Segundo DONALDSON e colaboradores (2004), NPs tém maior potencial
para percorrer 0 organismo do que outros materiais ou particulas maiores. As
diversas interacdes desses materiais com células, fluidos e tecidos devem ser
considerados a partir do local de entrada e através de uma série de vias possiveis
para 6rgaos-alvo. O potencial para resposta bioldgica significativa em cada um
desses sitios exige investigacdo (DONALDSON et al., 2004). Além disso, atividade
biolégica aumentada pode ser positiva ou desejavel (por exemplo, atividade
antioxidante, capacidade de transporte para fins terapéuticos, penetracdo na barreira
hematoenceféalica, na parede do estdmago ou nos poros de um tumor, dispersos por
todo o corpo incluindo a entrada no sistema nervoso central), ou efeitos indesejaveis
e toxicidade (por exemplo, inducéo de estresse oxidativo, dano tecidual ou disfuncéo
celular) ou uma mistura de ambas (OBERDORSTER et al., 2005).

Mecanismos identificados para a toxicidade dos nanomateriais incluem
genotoxicidade, estresse oxidativo, processos inflamatorios, disfuncdo celular,
dentre outros (AITKEN, 2009). Pesquisas tém demonstrado que diferentes
nanomateriais podem danificar membranas por varios mecanismos (Figura 7)
levando ao comprometimento da integridade e estabilidade da membrana
(ELSAESSER e HOWARD, 2012).
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Figura 7. Possiveis mecanismos toxicologicos de nanoparticulas (Adaptado de ELSAESSER e
HOWARD, 2012)

A toxicodinamica de muitos xenobioticos esta relacionada com o aumento de
dano oxidativo, devido ao aumento da formacdo de oxidantes e/ou a deplecao de
antioxidantes no organismo. Dentre os danos oxidativos pode ocorrer modificacao
de proteinas e/ou enzimas, com perda de funcédo biolégica, peroxidacao lipidica, que
aumenta a perda da integridade de membranas celulares e, ainda dano ao DNA,
sendo que, em todas as situacfes, ha como consequéncia danos teciduais (AMES
et al., 1993; SIES, 1995). A compreensdo de possiveis mecanismos de toxicidade
induzidos pelas NPs depende de diversos fatores, dentre eles a via de exposicao, a
dose, e as propriedades fisico-quimicas destas nanoestruturas. Como citado
anteriormente, estas particularidades irdo interferir diretamente no seu
comportamento in vivo, e na sua relagdo com o sistema biol6gico (DONALDSON et
al., 2009). Evidéncias de alteracdo mitocondrial e oxidativa apds endocitose das
nanoparticulas foram relatadas, e sugeriu-se ser devido ao pequeno tamanho destas

particulas, podendo agir como haptenos para modificar as estruturas de proteinas,
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guer alterando sua funcdo, quer tornando-as antigénicas, e assim elevar seu
potencial para efeitos autoimunes (KLIMUK et al., 2000).

O dano oxidativo causado pelos radicais livres gerados pela interacdo das
particulas com células pode resultar em morte celular. Nanomateriais podem atuar
induzindo resposta inflamatéria, e/ou acarretar estresse oxidativo, como por
exemplo, por deplecdo de sistemas de defesa antioxidante como superoxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidase, glutationa reduzida, tiorredoxinas,
metalotioneinas, entre outros (BHATT e TRIPATHI, 2011). Entretanto estudos dos
possiveis mecanismos de toxicidade de nanoparticulas poliméricas biodegradaveis
séo escassos. A Figura 8 demonstra algumas alteracdes resultantes da exposicéo a
nanoparticulas utilizadas na terapéutica. Além disso, existem poucos estudos a
respeito da genotoxicidade destas nanoparticulas. DONALDSON e colaboradores
(2009) relataram o potencial genotoxico de nanotubos de carbono, além de doencas
autoimunes relacionadas com a exposicdo a nanomateriais (DONALDSON et al.,
20009).
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Figura 8. Toxicidade nos diferentes sistemas bioldgicos. Adaptado de EL-ANSARY e AL-DAIHAN,
2009. (NP: nanoparticulas; ROS: espécies reativas de oxigénio; GSH: glutationa reduzida; LDH:

lactato desidrogenase)
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1.2.4 Avaliacao toxicologica in vivo e in vitro de NPs poliméricas

Na maioria das vezes, em estudos de avaliacdo toxicoldgica, sdo realizados
estudos in vitro de citotoxicidade e genotoxicidade, funcionando como um screening
para as andlises in vivo (STONE et al., 2009). Entretanto, existem relatos da
importancia de estudos in vivo previamente a estudos in vitro, em se tratando de
analises nanotoxicoldgicas, isto se deve, em parte, a interferéncias metodolégicas
encontradas em testes in vitro, bem como a auséncia de correlacéo entre estudos in
vitro/in vivo.

Recentes revisdes tém focado nos desafios, questionamentos e pesquisas
necessarias para avaliar a toxicidade de nanomateriais (YOKEL e MACPHAIL, 2011;
DHAWAN e SHARMA, 2010). A comparacédo entre os resultados de estudos in vitro
com o0s correspondentes testes in vivo € importante para estabelecer a melhor
correlacdo entre as informacdes toxicologicas (FISCHER e CHAN, 2007). Porém, em
analises nanotoxicolégicas, uma vez que Orgados e células especificas sao
identificados, estudos complementares in vitro sao realizados. Atualmente, a maioria
dos estudos nesta area utilizam modelos de culturas de células, em que os
resultados podem ser considerados apenas como exploratérios, visto que o
comportamento in vivo muitas vezes € diferente. Devido a isso, estudos in vitro de
toxicidade de nanoparticulas devem ser complementares aos estudos in vivo, como
ilustrado na Figura 9 (FISCHER e CHAN, 2007).

As analises in vivo sdo compostas por testes toxicologicos agudos,
subcroénicos e crénicos, em modelos animais, avaliando a histopatologia bem como
as respostas toxicologicas teciduais como imunogenicidade, carcinogenicidade, e
respostas inflamatorias. Para proceder a essas analises € importante seguir
protocolos, com critérios previamente estabelecidos, o que nem sempre é
observado. A Organization for Economic Co-operation and Development (OECD),
por exemplo, é uma instituicAo que comumente estabelece e valida os estudos de

toxicidade.
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Figura 9. Progressdo de estudos de avaliacdo toxicol6gica de nanoparticulas. Apds 6érgdos-alvo
serem identificados em estudos in vivo, estudos in vitro podem ser conduzidos (Adaptado de
FISCHER e CHAN, 2007)

Na escala nano ha poucas avaliacbes sobre a toxicidade in vivo de
nanoparticulas poliméricas biodegradaveis e geralmente, sdo estudos com
associacao a um farmaco e ndo da nanocapsula, ou da formulacdo em si. HUANG e
colaboradores (2010) verificaram a toxicidade aguda e a genotoxicidade de
nanoparticulas de um copolimero de poli-g-caprolactona—polietilenoglicol-poli-¢-
caprolactona, com aproximadamente 40 nm, apés multiplas administracées pela via
intravenosa em ratos, até atingir uma concentracdo de 2.4g/kg. Nos testes de
toxicidade aguda ndo foram observadas alteracdes patoldgicas em diversos 6rgaos,
ndo ocorreram efeitos adversos, efeitos mutagénicos ou aberracdes cromossémicas.
Entretanto, mais estudos que demonstrem os limiares de toxicidade desses
materiais sdo0 necessarios. Nanoparticulas de PLGA e copolimeros de
monometoxi(polietilenoglicol)-PLGA  também foram estudados por HE e
colaboradores (2009), os quais relataram que mesmo em altas concentracdes, 0

PLGA e o copolimero ndo causaram severidade grave em células ovarianas de
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hamsters Chineses. O PLGA é hidrolisado em meio acido produzindo monémeros
biodegradaveis como lactato e 4cido glicdlico, esses produtos sdo metabolizados no
ciclo do acido citrico. Foi relatada a citotoxicidade de nanoesferas e microesferas de
PLA em relacdo a endocitose de particulas, com diferentes teores de polietilenoglicol
utilizando osteoblastos de ratos, as quais nao causaram citotoxicidade. Além disso,
as células apresentavam morfologia normal. No grupo das microesferas foi
demonstrado que o tamanho pode influenciar na formacdo de agregados que
dificultam a absorcdo (WANG et al., 2010).

Além disso, a nanoparticula em si pode ndo produzir toxicidade, porém deve-
se ter cuidado ao avaliar a formulacédo que esta sendo utilizada. Tensoativos de alta
hidrofilia sdo empregados para evitar a aglomeracdo como laurilsulfato de sodio
(anidbnico), sais de amonio quaternario (catidnicos) ou, mais frequentemente
polissorbatos (PS80; PS20) e poloxamers (GUTERRES et al., 2007). Liu e
colaboradores (2010) testaram nanoparticulas de PLA-PEG sem PS80 in vitro
observando diminuicdo da toxicidade, que por causa da baixa solubilidade em agua
utilizava altas concentracbes do estabilizante. MAUPAS e colaboradores (2011),
avaliaram a citotoxicidade de nanocapsulas lipidicas (NC), utilizadas como skin drug
delivery, as quais foram tensoativas-dependentes em células HaCaT. Foram
utilizados tensoativos ndo-idnicos, incluindo o PS80, e a toxicidade in vitro das NC
foi tensoativo-dependente. Eles concluiram que as NC foram adequadas como
transportador para delivery cutaneo no entanto, a toxicidade pode variar
dependendo do tensoativo utilizado para a preparacao (MAUPAS et al., 2011).

Em geral, os polimeros biorreabsorviveis sdo bem tolerados pelos tecidos
vivos. A PCL apresenta degradacdo mais lenta que os acidos polilacticos, sdo
hidrolisadas a 6-hidroxil-capréico que também é metabolizado no ciclo (KUMARI et
al., 2010). Se o orgao envolvido na eliminacdo dos subprodutos tiver capacidade
baixa de eliminacdo, pode ocorrer disturbios locais temporarios como acidificagcéo.
Os éacidos biorreabsorviveis podem, entédo, contribuir para um desencadeamento de
respostas inflamatoérias. Em altas doses e na forma bulk, microsferas de PCL de 100
a 500um injetadas em ratos Wistar resultaram na ativacdo de neutréfilos. Esta
ativacao fez com que ocorresse a liberacdo de quimiostaticos aumentando o nimero
de neutrdfilos e levando a inflamacé&o. A fagocitose das microesferas poliméricas por

células sanguineas foi o principal mecanismo de depuracdo (WOODRUFF e
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HUTMACHER, 2010). Entretanto estudos com nanoesferas ou nanoparticulas séo
escassos.

No presente estudo, foi avaliada a toxicidade in vivo de nanocapsulas de
nucleo lipidico, cujo polimero é a poli(s-caprolactona). Além de existirem poucos
estudos relacionados a toxicidade de NPs poliméricas biodegradaveis, a maioria
trata-se de estudos in vitro cujos resultados ndo podem ser considerados totalmente
fidedignos devido as diferencas entre o comportamento destas NPs in vitro e in vivo;
ainda, em sua maioria, sdo estudos utilizando outros polimeros biodegradaveis,
como citado anteriormente; e a via de administracdo, na maioria das vezes, é a
inalatéria (VALLE et al., 2008; YOKSAN e CHIRACHANCHAI, 2008). A importancia
em se estudar a toxicidade destes sistemas carreadores de farmacos é devido a
resultados promissores no ambito de drug delivery, utilizando estas LNC formadas
com poli (e-caprolactona) e estabilizadas por polissorbato 80 (PS80), demonstrando
um grande avanco na obtencdo de nanoformulacées no combate de glioblastomas
contendo anti-inflamatorios (BERNARDI et al., 2008; BERNARDI et al., 2009),
encapsulando antiparasitarios visando o tratamento da malaria (HAAS et al., 2009),
e antioxidantes como o resveratrol (FROZZA et al., 2010), dentre outros.

Além disso, existe uma necessidade urgente de desenvolver metodologias que
possam determinar a toxicidade de forma rapida, precisa e eficiente, com o intuito de
avaliar e compreender o potencial efeito toxico destes materiais emergentes (HU et
al, 2009). Ainda, para desenvolver ensaios que permitam avaliar a toxicidade das
NPs € importante padronizar estas metodologias, caracterizar devidamente as NPs
do ponto de vista fisico-quimico e avaliar quais destas caracteristicas sdo mais
determinantes para a sua toxicidade. E também imprescindivel desenhar testes
novos ou adaptar os testes ja existentes, no sentido de minimizar os erros cometidos
na avaliacao da toxicidade dos nanomateriais (MARQUIS et al., 2009).

Em vista disto, o objetivo do presente estudo foi investigar os possiveis efeitos
toxicos das formulacdes de LCN, apds exposicdes aguda e subcrbnica pelas vias
intraperitoneal e intradérmica, em modelo animal. Estudos toxicolégicos pré-clinicos
e o estabelecimento de protocolos e recomendacfes para avaliar a toxicidade de
nanomateriais poliméricos biodegradaveis sdo fundamentais para a sua futura

utilizacdo em humanos.

45



46



2. OBJETIVOS




2.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos toxicologicos sistémicos apos exposi¢cdes aguda e
subcrbnica a nanocapsulas de nucleo lipidico pelas vias intraperitoneal e

intradérmica em ratos

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar possivel hepatotoxicidade, através de marcadores de dano hepético,
apos exposicbes agudas e subcronicas a estas LNC, por ambas as vias de

administracao;

e Avaliar possivel nefrotoxicidade, através de quantificacbes de marcadores de
dano renal precoce, apos exposi¢cdes agudas e subcrbnicas a estas LNC, por

ambas as vias de administracao;

e Avaliar alteracdes hematoldgicas apos exposi¢cdes agudas e subcrbnicas a estas

LNC, por ambas as vias de administracao;

e Quantificar outros parametros laboratoriais para complementar a avaliacdo da

toxicidade sistémica apos administracdo de LNC;

e Investigar possiveis mecanismos que possam ser induzidos pela administracao
subcronica destas LNC através da quantificacdo de biomarcadores do estresse

oxidativo, marcadores inflamatorios e ensaio cometa (potencial genotéxico).
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3. CAPITULO 1

“Acute and Subchronic Toxicity Evaluation of Lipid-Core Nanocapsules in
Intraperitoneously Exposed Rats”

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

ACUTE AND SUBCHRONIC TOXICITY EVALUATION OF POLY(EPSILON-
CAPROLACTONE) LIPID-CORE NANOCAPSULES IN RATS
Rachel P. Bulcéo, Fernando A. de Freitas, Cristina G. Venturini, Eliane Dallegrave, Juliano
Durgante, Gabriela Goethel, Carlos Thadeu S. Cerski, Paulo Zielinsky, Adriana R.
Pohlmann, Silvia S. Guterres, Solange C. Garcia”

METHODS
Dynamic light scattering and electrophoretic mobility

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

(Eq.(2))
_ _kgT
DZ ~ 3mD, @

where D, is the hydrodynamic diameter, D, is the translational diffusion coefficient, kg is the Boltzmann’s
constant, T is the temperature, and 7 is the viscosity. The hydrodynamic diameter is the intensity weighted mean
particle size.

The z-average diameter is determined by fitting the correlation function using the cumulant method. The
polydispersity index (Pdl) is the relative variance in the particle size distribution (Eq.(3)) — the more the particles
monodisperse, the lower is the Pdl

Pdl =<,

z% ©

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

Biochemical parameters in blood and urine

Blood was drawn for biochemical analysis (heparin collection tube) using blood (vena cava) collection technique
for hepatic function, analyzing alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alkaline
phosphatase (ALP), alboumin (ALB), and lactate dehydrogenase (LDH). For kidney function, uric acid (UA),
blood urea nitrogen (BUN), creatinine (Cr), and urinary creatinine (Cr-U) were determined. Also, total
cholesterol (TCHO), triacylglyceride (TAG), low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C), high-density
lipoprotein cholesterol (HDL-C), and glucose (GLU) were assessed for lipid profile and blood sugar using a
biochemical auto analyzer (Labmax 240® Labtest Diagndstica SA, Brazil). Butyrylcholinesterase activity
(BUuChE) in serum was determined by Doles® (Doles reagents, Goiania, GO, Brazil) commercial kits using a
spectrophotometer (Biospectro SP-220).

For urine collection, the rats were housed in metabolic cages for 12 h for different number of days for
each toxicity study. For the acute toxicity test, the samples were collected before treatment (Day 0), 24 h after
treatment (Day 1), on the 7th day (Day 7), and on the 14th day after treatment (Day 14). For the subchronic
toxicity study, the urine samples were collected on Day 0, 1, 15, and 28. Urine pH and specific gravity were
analyzed using urine dipstick (Multistix 10 SG Siemens, Bayer).
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Figure S9. Experimental design of acute toxicity evaluation with single administration and euthanized after 14
days (a) and subchronic toxicity evaluation with repeated administration and euthanized after 28 day (b). In both
experiments, rats had 2 weeks of adaptive period. Acute treatment: Control — saline solution (12 mL/kg) and

PS80: polysorbate 0.78% (12 mL/kg). Subchronic treatment: Control — saline solution (3 mL/kg) and PS80:
polysorbate 0.78% (3 mL/kg).
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Table S4. Relative weight of organs in acute toxicity evaluation

Group N Weight (g)  Liver (%) Right Kidney Left Kidney Cardiac Brain (%) Spleen (%) Lung (%)
(%) (%) muscle (%)

Control 9 33+54 3.95+0.2 0.40+0.04 0.37+0.03 0.33+0.03 0.58 + 0.07 0.26 +0.02 0.40+0.05

PS80 9 351+31 401+04 0.41+0.04 0.38+0.03 0.32+0.02 0.52+0.10 0.26 £0.03 0.42+0.08

Group | 6 343127 3.97+0.4 0.40+0.03 0.38+0.03 0.32+0.03 0.55+0.03 0.25+0.04 0.41+0.05

Group 11 6 338136 4.01+0.2 0.38+0.02 0.37+£0.02 0.33+0.03 0.58 + 0.05 0.28+0.04 0.43+0.07

Group 111 6 358+29 3.80+£0.2 0.38£0.02 0.37+£0.01 0.32+0.03 0.57+0.04 0.26 +0.02 0.42+0.04

Values are expressed as mean * standard deviation. Data were analyzed by ANOVA.
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Figure S10. Representative photomicrographs using H & E staining of: spleen of Group Il (a — 400x); liver of
Group I (b —400x) in acute treatment (n = 4). Black arrows indicate a granulomatous foreign body reaction.

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

Control PS80 Group | Group Il Group I
Acute
AST (Ul 95+48 78 +17 82+9 107 £ 47 85+ 15
ALT (U/l) 37+82 51+19 41+10 48 £ 25 39+15
ALP (U/l) 178 £ 60 183 + 46 222+70 21972 209 + 85
LDH (U/1) 365+ 76 312+99 349 + 104 339+87 307 +59
ALB (g/dl) 2.77+0.22 2.86+0.16 2.98+0.23 2.96+0.34 2.78+0.31
TP (mg/dl) 6.32+0.47 6.45+0.29 6.37+£0.35 6.47 +0.36 6.25+0.49
Subchronic

AST (Ul 92+9 87 +17 88+8 89+7 91+15
ALT (U/) 46+6 36+17 39+8 42+10 42+8
ALP (U/l) 172 +12 215 £ 65 185+ 18 164 + 23 185 + 36
LDH (U/1) 348 + 23 280+ 78 347 +92 364 + 67 378+ 89
ALB (g/dl) 2.83+0.14 2.94+0.19 2.60+0.33 2.73+0.33 2.81+0.21
TP (mg/dl) 6.04 +0.63 6.33+0.32 5.73+0.33 5.87 + 0.60 6.09 + 0.34

AST: aspartate aminotransferase; ALT: alanine aminotransferase; ALP: alkaline phosphatase; LDH: lactate
dehydrogenase; ALB: albumin; TP: total protein. Acute treatment: Control — saline solution (12 mL/kg) and
PS80: polysorbate 0.78% (12 mL/kg); Group | — LNC (18.03 x 10 LNC/kg); Group Il — LNC (36.06 x 10%
LNC/kg); Group 111 — LNC (72.12 x 10" LNC/kg) single dose by ip. Subchronic treatment: Control — saline
solution (3 mL/kg) and PS80: polysorbate 0.78% (3 mL/kg); Group | — LNC (6.01 x 10" LNC/kg); Group Il —
LNC (12.02 x 10" LNC/kg); Group Il — LNC (18.03 x 10" LNC/kg) for 28 days by ip. Data were analyzed by
ANOVA. Values are expressed as mean + standard deviation.
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Table S6. Blood kidney markers in acute and subchronic treatments (n= 6).

Control PS80 Group | Group Il Group 11
Acute
BUN (mg/dl) 18.06 £ 4.2 18.00 £ 2.75 19.06 £ 3.41 19.38 £1.98 17.60 £2.28
Cr (mg/dI) 0.28 + 0.06 0.30+0.03 0.32+0.06 0.32+0.03 0.28+0.04
UA (mg/dl) 0.14+£0.23 0.16 £0.24 0.07 £0.04 0.13£0.13 0.21+0.30
Subchronic

BUN (mg/dl) 21.6+13 19.1+£0.9 188+1.7 18.4+1.8 21.2+1.3
Cr (mg/dI) 0.29+0.04 0.33+£0.02 0.30+0.01 0.31+0.02 0.32+0.02
UA (mg/dl) 0.16 £0.14 0.12+0.12 0.05+0.07 0.06 + 0.05 0.09 +0.08

BUN: blood urea nitrogen; Cr: Creatinine; UA: uric acid. Values are expressed as mean + standard deviation.
Acute treatment: Control — saline solution (12 mL/kg) and PS80: polysorbate 0.78% (12 mL/kg); Group | —
LNC (18.03 x 10" LNC/kg); Group Il — LNC (36.06 x 10" LNC/kg); Group 11l — LNC (72.12 x 10** LNC/kg)
single dose by ip. Subchronic treatment: Control — saline solution (3 mL/kg) and PS80: polysorbate 0.78% (3
mL/kg); Group | — LNC (6.01 x 10" LNC/kg); Group 1l — LNC (12.02 x 10% LNC/kg); Group Il — LNC
(18.03 x 10" LNC/kg) for 28 days by ip. Data were analyzed by ANOVA. Values are expressed as mean +
standard deviation.
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Figure S11. Urinary biomarkers for early kidney injury. Microalbumin: microalbumin/Cr (mg/g); NAG activity:
NAG/Cr (U/g). Basal means before administration: In acute and subchronic treatments, we considered the last
day of the experiment (14th and 28th day, respectively). In acute treatment, five rats per group received the
following: (a) Control — saline solution (12 mL/kg); PS80: polysorbate 0.78% (12 mL/kg); Group | — LNC
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(18.03 x 10" LNC/kg); Group Il — LNC (36.06 x 10" LNC/kg); and Group 111 — LNC (72.12 x 10" LNC/kg) in
single dose by ip. (b) In subchronic treatment, five rats per group received the following: Control — saline
solution (3 mL/kg); PS80: polysorbate 0.78% (3 mL/kg); Group | — LNC (6.01 x 10" LNC/kg); Group 11 — LNC
(12.02 x 10™ LNC/kg); and Group 111 — LNC (18.03 x 10" LNC/kg) for 28 days by ip. The data were analyzed
by ANOVA and by Repeated measures one-way ANOVA (to compare Days 0 and 14 and Days 0 and 28).

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

Control PS80 Group | Group I Group 111
Acute
GLU (mg/dl) 250 + 33 27372 255+ 19 270+ 32 240 + 40
TCHO (mg/dI) 52.6£5.8 55.2+6.3 48.0+7.2 50.8 4.0 492+7.2
TAG (mg/dl) 74 £ 36 80 £ 28 52 £15 68 £ 21 77 +£38
LDL-C (mg/dl) 17.0+£13 17.8+£13 1727 143+9 143+11
HDL-C (mg/dl) 196+24 21.3+4.8 20.2+2.0 21.7+2.1 19.8 +3.0
Subchronic

GLU (mg/dl) 278 + 63 306 + 36 320+ 39 323+48 311+48
TCHO (mg/dI) 46.3+6.9 46.5+10.5 457+11.3 457+7.8 41.0%£5.0
TAG (mg/dl) 68 £ 14 48+ 14 70£15 62 £ 22 5712
LDL-C (mg/dl) 15+2.8 16 +4.7 17 +58 17 +8.1 15+3.1
HDL-C (mg/dI) 19.2+2.8 195+4.8 175+3.8 17.7+3.0 175+1.2

GLU: Glucose; TCHO: total cholesterol; TAG: triacylglyceride; LDL-C: low-density lipoprotein; HDL-C: high-
density lipoprotein. Acute treatment: Control — saline solution (12 mL/kg) and PS80: polysorbate 0.78% (12
mL/kg); Group | — LNC (18.03 x 10" LNC/kg); Group Il — LNC (36.06 x 10" LNC/kg); Group Il — LNC
(72.12 x 10" LNC/Kg) single dose by ip. Subchronic treatment: Control — saline solution (3 mL/kg) and PS80:
polysorbate 0.78% (3 mL/kg); Group | — LNC (6.01 x 10" LNC/kg); Group Il — LNC (12.02 x 10" LNC/kg);
Group 111 — LNC (18.03 x 10 LNC/kg) for 28 days by ip. Data were analyzed by ANOVA. Values are
expressed as mean * standard deviation.

Table S8. Serum Complement component C3

Control PS80 Group | Group Il Group I
Acute treatment (Day 14) 483+29 519+37 488+21 446+ 15 47.8+ 3.7
Subchronic treatment (Day 0) 58.0+29 583+19 615+3.0 60.0+15 65.6+1.9

Subchronic treatment (Day 28) 52.0 £2.0 552+37 49616 44127 52.1+2.7

Acute treatment: Control — saline solution (12 mL/kg) and PS80: polysorbate 0.78% (12 mL/kg); Group | —
LNC (18.03 x 10* LNC/kg); Group Il — LNC (36.06 x 10" LNC/kg); Group 11l — LNC (72.12 x 10*2 LNC/kg)
single dose by ip. Subchronic treatment: Control — saline solution (3 mL/kg) and PS80: polysorbate 0.78% (3
mL/kg); Group | — LNC (6.01 x 10" LNC/kg); Group Il — LNC (12.02 x 10" LNC/kg); Group Il — LNC
(18.03 x 10" LNC/kg) for 28 days by ip. Data were analyzed by ANOVA and by Repeated measures one-way
ANOVA (to compare Days 0 and 28). Values are expressed as mean + standard deviation.
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Abstract

The toxicity mechanism of nanoparticles (NPs) is not entirely clear, but possibly more than
one mechanism, especially oxidative stress (OS) and inflammation, may be involved in the
toxicological response of NPs. The main objective of the present study was evaluated if those
mechanisms could be activated by poly(e-caprolactone) (PCL) lipid-core nanocapsules
(LCN) following intraperitoneal (ip) and intradermal (id) administration in Wistar rats after
subchronic treatment. OS biomarkers, cytokines and DNA damage were analyzed in blood
or tissue homogenates. We report that LCN did not induce lipid peroxidation (MDA) in
plasma or liver, kidney and heart tissues in both the treatments, except for the brain tissue
after the id administration of the highest dose. We also found absence of damages to both
blood nonprotein thiol groups (GSH) and protein thiols (ALA-D activity). In contrast,
enhanced protein damage by carbonylation was found in the intermediate and highest ip
doses and PS80-group compared to saline group as well as higher protein nitrosylation in the
highest id dose. In general, no important alterations were found neither in antioxidant
enzymes SOD and CAT activities in the different tissues nor in DNA damage in comparison
to controls. IL-10 levels were only decreased after the highest id dose and PS80 group
compared to saline solution. Overall, the present results demonstrate that the tested LNC
especially via ip did not induce those mechanisms to major tissues in a systematic repeated-
dose approach, thus providing evidence for a safe use of biodegradable PCL nanocapsules as
systemic drug nanocarriers. However, results presented for id route could be due to a local
inflammatorial reaction in which resulted in unbalanced OS biomarkers, requiring further

investigation.

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




Os seres humanos tém sido expostos a particulas nanomeétricas presentes no
ar durante suas fases evolutivas, e estes riscos aumentaram no ultimo século. O
rapido desenvolvimento da nanotecnologia resulta em novas fontes de exposicao a
estas nanoparticulas, seja por inalacdo, ingestdo ou injecdo, e embora o0s
nanomateriais estejam sendo amplamente utilizados na tecnologia moderna, ha falta
de informacdes relativas a salde humana e a implicacbes ambientais de
nanomateriais (EL-ANSARY e AL-DAIHAN, 2009).

A toxicidade de nanoparticulas € um fator importante para avaliar o potencial
de novos sistemas carreadores de farmacos. No entanto, ndo existem testes,
protocolos regulamentados, padrdes harmonizados, para avaliar a toxicidade das
nanoparticulas. Entretanto, embora os varios aspectos toxicolégicos e a diversidade
dos nanomateriais avaliados estejam apenas comecando a ser explorados, muitos
efeitos nocivos tem sido documentados (WARHEIT et al., 2004; LEWINSKI et al.,
2008; CHEN et al., 2009).

Embora seja importante estudar e elucidar a toxicidade de nanoparticulas
poliméricas biodegradaveis, existem apenas alguns trabalhos relacionados ao seu
potencial toxicolégico. Na maioria das vezes considera-se que devido ao material
bulk ser biodegradavel e biocompativel, 0 material nhanoestruturado nao sera toxico;
porém estudos comprovam que a alteracdo da area de superficie modifica o
comportamento, as propriedades fisico-quimicas, podendo alterar sua toxicidade
(AILLON et al., 2009). Ainda hoje, pouco se sabe sobre a possivel toxicidade e
seguranca de nanocapsulas de PCL, e estudos toxicoldgicos, tanto in vitro quanto in
Vivo sdo escassos, além disso na maioria dos estudos estes nanocarreadores estéo
encapsulando farmacos, ndo ha ampla investigacdo conduzida para analisar a
toxicidade de nanocarreadores sem farmaco.

As nanocapsulas de nucleo lipidico, preparadas com poli(e-caprolactona) e
polissorbato 80, tem apresentado resultados farmacolégicos promissores como
citado anteriormente. Visando estudar e estabelecer a seguranca para o uso clinico,
avaliacdes toxicolbégicas sistematicas agudas e subcrbnicas, seguindo protocolos
como os recomendados pela OECD e pela AFSSAPS, ap6s administracdo
intraperitoneal (i.p.) e intradérmica (i.d.) destas nanocépsulas, foram realizadas em
ratos Wistar.

Primeiramente, as suspensfes de nanocapsulas foram preparadas através da

deposicao interfacial do polimero pré-formado de acordo com método previamente
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validado por JAGER e colaboradores (2009) o qual tem sido largamente utilizado
para a producdo de nanocdpsulas. Estas suspensdes foram devidamente
caracterizadas quanto ao pH, IPD, potencial zeta, tamanho de particula, distribuicdo
de tamanho, forma, etc. Os resultados estdo de acordo com dados anteriores da
literatura avaliando estas mesmas formulagfes, visto que se trata de um método
previamente otimizado e validado (VENTURINI et al., 2011).

Como citado anteriormente, ensaios in vitro podem apresentar interferéncias
referentes as caracteristicas fisico-quimicas das particulas influenciarem nas
metodologias utilizadas, além disso, um fator importante nas avalia¢cdes tanto in vitro
guanto in vivo é a escolha da dose. Todavia, expressar a dose pela quantidade de
nanoparticulas por ml, ou ainda pela area de superficie da particula sdo as maneiras
mais utilizadas. No presente estudo, tanto a dose quanto o volume administrado
escolhidos para o estudo piloto foram baseados em estudos anteriores em que estas
nanocapsulas foram utilizadas em aplicacdes terapéuticas (BERNARDI et al., 2008,
2009). No ensaio piloto, os animais foram eutanaziados 48 horas apos
administracdo Unica de 72,12x10? LNC/kg (ou 120mg/kg, se expressa por
concentragcdo de PCL). Além disso, levou-se em consideracdo que a maior
concentracdo soluvel e dispersivel de PCL foi de 10 mg/ml, limitando assim
alteracdes de concentracdo por unidade de volume, decidiu-se entdo administrar o
volume maximo permitido para as vias intraperitoneal e intradérmica. Para o
tratamento agudo, foram utilizadas trés doses, sendo que a dose mais alta foi a
mesma utilizada no piloto, porém, diferentemente do teste piloto, os ratos foram
sacrificados 14 dias depois, de acordo com protocolos de toxicidade aguda da
OECD. As doses utilizadas no teste subcronico foram escolhidas com base no
tratamento agudo.

Apés administracdes aguda e subcrdnica pela via intraperitoneal, nenhum
grupo estudado apresentou manifestacfes clinicas relevantes ou morte; um dado
importante foi o acimulo de formulacdo na cavidade abdominal dos animais que
receberam as doses mais altas de LNC, determinado por MEV e analise do ponto de
fusdo da PCL, confirmado por posterior analise histopatolégica que demonstrou
haver formacdo de um granuloma subcapsular de tipo corpo estranho na camada
serosa do baco e do figado, demonstrando assim, a importancia da escolha da dose

para realizagcéo destes estudos.
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Em relacdo aos marcadores de hepatotoxicidade, ndo foram encontradas
diferencas estatisticas significativas. Os marcadores enziméticos e ndo enzimaticos
de lesdo hepética ndo foram estatisticamente diferentes entre os grupos e todos eles
estavam dentro dos valores de referéncia para ratos Wistar. Esses achados estédo de
acordo com os resultados histopatolégicos em que nao foram encontrados focos
inflamatorios, vacuolizacao, infiltrac6es ou necrose hepatica em nenhum dos grupos
analisados.

Como estas LNC apresentam forma esférica, é provavel que passem através
da vasculatura complexa do sistema renal (SAHU e CASCIANO, 2009). FROZZA e
colaboradores (2010) avaliaram a distribuicdo de LNC (preparadas com PCL e
PS80) encapsulando trans-resveratrol comparando-as com trans-resveratrol livre
em ratos. Evidéncias geradas a partir deste estudo mostraram que concentracdes
significativamente elevadas de trans-resveratrol foram transportados por LNC a
todos os 6rgaos analisados em comparacdo com o trans-resveratrol livre; além
disso, a maior concentracéo de LNC foi encontrada no rim seguida pelo figado apés
14 dias de tratamento via i.p. (FROZZA et al., 2010). Devido a isso, marcadores
renais usuais sanguineos, como ureia, acido Urico e creatinina, e marcadores
urinarios de dano precoce como a microalbuminuria, marcador de dano glomerular,
e a atividade da enzima NAG, marcador de dano tubular foram analisados.
Considerando os resultados obtidos na quantificacdo de marcadores usuais e
precoces, além da auséncia de alteracdo na andlise histopatologica dos rins, as LNC
nao ocasionaram nefrotoxicidade nas condicbes do experimento.

Para avaliar um possivel desequilibrio no metabolismo dos lipidios e da
glicose, marcadores bioquimicos foram quantificados. Os valores de glicose, lipidios
e butirilcolinesterase (BuChE) ndo apresentaram diferenca significativa em nenhuma
das doses em ambos os experimentos. A enzima BuChE tem sido encontrada em
muitos tecidos de animais, desempenhando papel importante no metabolismo de
lipidos e de lipoproteinas de baixa densidade, além de ser largamente estudada
também como marcador de inflamacao (DAS, 2006; 2007). No caso especifico de
relacdo com o metabolismo de lipidios, quando o figado é submetido a uma leséo, a
actividade da BUChE é elevada, levando a insuficiéncia no metabolismo de lipidos e
de lipoproteinas de baixa densidade (MA et al., 2009). Em ambos os estudos, agudo
e subcrénico, pela via intraperitoneal, a atividade da BUuChE néao foi estatisticamente

diferente entre os grupos e ndo houve correlagcdo entre estes marcadores. Estes
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resultados estdo de acordo com os resultados obtidos para o perfil lipidico indicando
gue as LNC ndo causaram desequilibrio do metabolismo dos lipidios e da glicose em
ratos Wistar.

O complemento C3 é um marcador de imunotoxicidade e estudos anteriores
demonstraram a sua interacdo com nanoparticulas em sistemas bioldgicos
(SALVADOR-MORALES et al.,, 2006; HIGASHISAKA et al., 2011). No presente
estudo houve uma leve, porém néo significativa, diminuicdo do C3 nos tratamentos
agudos e subcronicos. Estes resultados estdo de acordo com trabalhos anteriores,
como o relatado por MOSQUEIRA e colaboradores (2001), que examinaram varias
modificagbes da superficie de NC contendo PLA, PLGA e PCL, e também
observaram mudancas em seu conteudo de fosfolipidios (PL) na ativacdo do
complemento, concluindo que essas alteragcbes podem reduzir a ativacdo do
complemento (MOSQUEIRA et al., 2001). Diminuindo os niveis de C3 significa que
uma das vias do complemento foi ativada e esta associada com alguma perturbacéo
na cascata do complemento.

Em relacdo ao estudo da possivel hematotoxicidade ocasionada por estas
LNC, foram encontradas certas flutuacbes entre os grupos, porém na faixa de
valores normais e que ndo indicam qualquer perturbacdo relevante. Em ambos os
tratamentos, as células vermelhas do sangue (RBC) estavam significativamente
maiores nos animais tratados com LNC (p<0,05). De acordo com outros estudos,
niveis elevados de RBC podem refletir sua superproducdo em resposta a leséo
tecidual (DANDEKAR et al., 2010). E bem conhecido que os eritrocitos ocupam uma
fracdo maior do que células mononucleares fagociticas no sangue, de modo que
guando ocorre administracdo de nanoparticulas, € provavel que interajam com as
células vermelhas do sangue antes de encontrar outras células imunes
(DOBROVOLSKAIA et al., 2008). No entanto, esses achados podem também ser
interpretados como acidentais, e nao indicam uma tendéncia de toxicidade; além
disso os valores encontram-se dentro do intervalo de referéncia para ratos Wistar.
Em relacéo as células brancas, apenas a contagem de mondcitos estava aumentada
nos grupos tratados com LNC no tratamento agudo (p<0,05). De acordo com SHAW
e colaboradores, o aumento da fracdo de mondcitos pode ser um sinal de
inflamacgéo (SHAW et al., 2008). Além disso, os mondcitos podem fagocitar certas
nanoparticulas mais do que muitos outros tipos celulares (DOBROVOLSKAIA et al.,

2007). Entretanto, mais estudos sdo necessarios para verificar se as alteracbes em
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mondocitos sdo associadas com outros fendtipos imunes (SHAW et al., 2008) ou se
houve, por exemplo, alguma influéncia metodolégica. Assim, a fim de verificar se
houve interferéncia na metodologia utlizada para contagem hematoldgica, realizou-
se um teste preliminar in vitro utilizando o mesmo equipamento rotineiramente
utilizado para contagem total de células sanguineas.

Apoés os testes realizados, demonstrados no CAPITULO 1 - Manuscrito 1,
pode-se observar que tal influéncia poderia existir, entretanto testes mais
especificos, incluindo testes in vivo necessitam ser melhor investigados.
Alternativamente, contagens poderiam ser realizadas de acordo com protocolos
padrdo, utilizando numeracdo visual de células em camara de contagem de
Neubauer, por exemplo. Com base nisto, novos métodos para a avaliacdo
hematoldgica ap0s exposicdo a nanoparticulas irdo tornar-se atraentes no futuro
para a obtencéo de resultados confiaveis em estudos realizados in vivo.

Quanto a realizacdo do estudo toxicolégico pela via intradérmica, CAPITULO
2 — Manuscrito 2, nado foram observados sinais clinicos ou alterac¢des fisiologicas no
estudo de dose Unica. O mesmo ocorreu no teste de doses repetidas, em que 0s
ratos ndo apresentaram qualquer sinal de toxicidade durante os 28 dias do periodo
de administracdo. O grupo que recebeu PS80 (Tween 80) demonstrou uma reducao
no peso corporal relativo apds o 21° dia. Esta alteracdo foi observada juntamente
com a diminuicdo no consumo de racdo e agua, 0 que ocorreu também com 0s
grupos que receberam as doses mais alta (5.4 x 10" LNC/kg) e intermediéaria (3.6 x
10% LNC/kg) de LNC, porém estas alteracfes foram transitérias para estes grupos,
exceto para o grupo que recebeu Tween 80, 0 que pode ser atribuido, pelo menos
em parte, a irritacdo local induzida pelo tensoativo; no entanto, ndo ha estudos
avaliando tal efeito intradérmico.

Além disso, ndo houve alteracBes macroscopicas ou histopatolégicas em
nenhum dos grupos testados. Nao foram realizadas andlises histolégicas do local de
aplicacdo devido a interferéncia que poderia ocorrer pela administracao repetida.
Assim como ocorreu apdés administracdo intraperitoneal, ndo foram encontradas
alteracdes em nenhum dos parametros bioquimicos avaliados, exceto a atividade da
enzima butirilcolinesterase, que estava diminuida nos animais que receberam a dose
mais alta. Estudos recentes demonstram que a acetilcolina tem importantes acdes
anti-inflamatérias (DAS, 2007). A acetilcolina, bem como outros ésteres de colina

sdo rapidamente hidrolisados pela acetilcolinesterase (AChE) e pela BuChE
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(MESULAM et al., 2002). Um aumento na atividade das enzimas AChE e BuChE
poderia levar a diminuicdo de niveis de ACh, reduzindo seus efeitos anti-
inflamatorios devido a auséncia do controle de feedback negativo exercido pela ACh.
Dessa forma, considerando o efeito inflamatério supressor da ACh, é concebivel que
as enzimas AChE e BuChE sejam reguladoras intrinsecas da inflamacdo (DAS,
2007). Nos ratos que receberam LNC pela via intraperitoneal, a atividade da BuChE
também estava diminuida nos grupos que receberam as suspensdes de
nanocapsulas, entretanto ndo houve diferenca significativa. Ha evidéncias em
trabalhos anteriores (BERNARDI et al., 2009), que LNC poderiam reduzir as
respostas inflamatérias. No entanto, marcadores inflamatérios especificos devem ser
analisadas, bem como investigar outros possiveis mecanismos que possam estar
envolvidos na diminuicdo da atividade da BuChE. Além disso, diferentes tipos de
globulos brancos também desempenham um papel essencial na resposta
inflamatoria. A avaliagdo dos efeitos de nanomateriais sobre 0s
monocitos/macrofagos e neutrofilos € uma das mais importantes em termos de
resposta aguda inflamatoria intravascular (DOBROVOLSKAIA et al., 2008).
Contrariamente a atividade da BuChE, a contagem de leucocitos estava aumentada
apos dose uUnica de LNC e apds o tratamento com doses repetidas nos grupos que
receberam Tween e a dose mais alta (p<0,05). A ativacdo de células inflamatorias,
tais como neutrofilos, pode ser induzida por fagocitose de nanoparticulas, podendo
gerar ERO e ERN (BUZEA et al.,, 2007). A interferéncia metodolégica nédo foi
avaliada neste caso devido ao pequeno volume administrado de formulagéo, sendo,
portanto, provavelmente absorvido e metabolizado antes das analises laboratoriais.
Ainda, apds administracdo intradérmica, foi avaliado o potencial genotéxico
através do ensaio cometa. Como mencionado anteriormente por OESCH e
LANDSIEDE (2011), estudos de genotoxicidade in vivo apos administracdo de NPs
possuem vantagens sobre testes in vitro, dada a natureza complexa da disperséo de
nanomateriais no ar ou em liquidos (aerossois ou suspensdes) e do complexo
processo de sua absorcédo, deposicdo e distribuicdo no corpo. O mecanismo de
toxicidade de nanocarreadores geralmente envolve danos ao DNA. O ensaio cometa
€ um método sensivel para deteccdo de danos de nanoparticulas ao DNA com
aplicacoes em testes de genotoxicidade e epidemiologia molecular, bem como a
investigacédo de danos e reparo ao DNA (VANDGHANOONI e ESKANDANI, 2011).

Corroborando com nossos achados, atuais estudos de genotoxicidade sugerem que
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alguns nanopolimeros apresentam nenhum ou limitado dano ao DNA, esses estudos
mostraram também propriedades anti-inflamatérias de alguns nanocarreadores
poliméricos (HE et al., 2009; CHAUHAN et al., 2009).

Como citado no CAPITULO 3 — Manuscrito 3, possiveis mecanismos de
toxicidade poderiam estar envolvidos com a exposicdo a LNC, visto que existem
relatos na literatura de que NPs, de uma maneira geral, induzem a geracdo de
estresse oxidativo por diversos mecanismos (FERNANDEZ-URRUSUNO et al.,
1997; NEL et al., 2006; XIA et al., 2006; VERMA e STELLACCI, 2010; KENZAOUI et
al., 2012).

Biomarcadores do estresse oxidativo e marcadores inflamatorios foram
guantificados ap6s a exposicdo subcrdnica, por ambas as vias. O ensaio cometa
havia sido analisado apenas ap6s administracdo intradérmica; no manuscrito 3 foi
demonstrada a auséncia de genotoxicidade apOs administracdo ip. Apos andlise
sanguinea e tecidual no tratamento pela via ip, foi demonstrada uma diminuicao da
lipoperoxidacdo, e um leve aumento da oxidagdo de proteinas; porém enzimas
antioxidantes estavam aumentadas para contrabalancear estes valores, o que foi
comprovado pela regressao linear. Os valores reduzidos de MDA estdo de acordo
com um estudo prévio realizado por KULKAMP e colaboradores (2011), que
estudaram a extensao da peroxidacao lipidica através da quantificacdo de TBARS,
produto da peroxidacao lipidica, in vitro de uma formulacdo de LCN contendo acido
lipdico. O efeito antioxidante da formulacdo com 10 mg/ml de PCL foi
significativamente maior, e com o0 aumento no conteudo de polimero nas
formulagGes este aumento foi progressivo (KULKAMP et al., 2011). No presente
estudo, antioxidantes enddgenos como GSH e a atividade da enzima ALA-D
apresentaram valores semelhantes entre 0s grupos, porém mais estudos sé&o
necessarios para avaliar a capacidade antioxidante destas nanocépsulas.

FERNANDEZ-URRUSUNO e colaboradores (1997) avaliaram possiveis
modificacbes em marcadores do EO em hepatécitos apds administracdes Unica e
repetida de nanoparticulas poliméricas. A fagocitose realizada por macréfagos é
acompanhada por um aumento na secrecdo de citocinas, enzimas, ER, dentre
outros. Sabe-se ainda que a degradacao de materiais biodegradaveis pode resultar
em resposta inflamatéria, podendo levar ao estresse oxidativo WATTAMWAR et al.,
2011). Com base nisto, marcadores inflamatérios, juntamente com marcadores do

estresse oxidativo foram quantificados. Além disso, o aumento da geracdo de ER
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pode levar a um dano ao DNA. CALARCO e colaboradores (2013) avaliaram a
genotoxicidade apoOs exposicdo a NPs, devido ao comportamento genotdxico dos
materiais que constituem as NPs ser diferente da sua forma bulk. Outros
pesquisadores demonstraram que NPs podem gerar resposta inflamatdria, a qual ird
contribuir para a geragdo de ER e consequentemente podera ocasionar dano ao
DNA (SCHINS e KNAAPEN, 2007). Os resultados encontrados no presente trabalho
ndo indicaram genotoxicidade apds administracdo ip, visto que ndo houve dano ao
DNA demonstrado através do ensaio cometa. Em relacdo aos marcadores
inflamatdrios, que podem estar envolvidos tanto com o EO quanto com possivel
efeito genotoxico, ndo houve diferenca entre 0os grupos nos niveis das interleucinas
IL-6 e IL-10, além disso, os valores de PCR estavam reduzidos em todos 0s grupos
como foi observado nos CAPITULOS 1 e 2.

ApOs administracdo pela via id, foram encontradas alteragcbes nos
biomarcadores de oxidacdo de proteinas, PCO e 3-NT, nos grupos que receberam
PS80 e a maior dose, respectivamente. Além disso, o grupo IIl apresentou atividade
significativamente elevada da enzima SOD, entretanto ndo houve correlacado entre
os niveis de 3-NT e a atividade da SOD. Apesar da diferenca significativa
encontrada, o aumento foi leve, e provavelmente esta alteracdo enzimatica seja
suficiente para contrabalancear este aumento. No CAPITULO 2 — Manuscrito 2,
foram encontrados valores baixos de PCR, e a maioria das alteracbes foram
encontradas no grupo que recebeu PS80. O mesmo ocorreu no CAPITULO 3 —
Manuscrito 3, em que a maioria das altera¢des foram ou no grupo PS80 ou no grupo
[ll, que possui a maior concentracdo de PS80 na formulacdo. Corroborando com
estes resultados, os niveis de IL-10, marcador anti-inflamatorio, estava diminuido
nestes mesmos grupos. Houve correlacdo negativa entre o marcador de dano as
proteinas e IL-10, sendo confirmada pela regresséo linear, sugerindo que o aumento
de 3-NT tenha influenciado na secrecéo desta interleucina.

Assim como o presente estudo, FERNANDEZ-URRUSUNO e colaboradores
(1997) relataram que apesar da alteracdo encontrada nos antioxidantes, esta néo foi
suficiente para iniciar um processo oxidativo, visto que nao houve lipoperoxidacao e
as alteracfGes observadas eram reversiveis.

Malondialdeido, SOD e CAT foram quantificados no figado, rins, coracdo e
cérebro de todos os ratos tratados em ambos os estudos. Os valores de MDA

encontrados no figado, apds tratamento pela via ip, foram similares aos valores
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encontrados no sangue. E provavel que LCN apresentem uma tendéncia a diminuir
a lipoperoxidagdo, porém este mecanismo deve ser explorado. Em um estudo
recente, BERNARDI e colaboradores (2009) reportaram uma diminui¢do na resposta
inflamatoria, apos administracdo de volumes baixos de LNC. No presente estudo,
apos administracao ip, os niveis de IL-6 e IL-10 foram semelhantes entre 0os grupos,
como citado anteriormente. Os outros tecidos apresentaram valores semelhantes de
MDA. Poucas alteragbes nos antioxidantes foram encontradas nos tecidos, apenas
uma leve diminuicdo na atividade da CAT no figado e coracdo. Por outro lado, a
atividade da SOD foi similar entre os grupos, com uma leve tendéncia a aumentar.
No cérebro houve correlacdo positiva entre MDA vs. SOD e negativa entre MDA VS.
ALA-D, confirmada apos regressao multivariada.

Como citado anteriormente, nos Manuscritos 1 e 2, os marcadores de dano
hepatico e renal ndo apresentaram diferencas entre 0s grupos em ambos 0sS
estudos, juntamente com a auséncia de alteracdo dos achados histopatolégicos e de
alteracdo do peso relativo dos 6rgédos. O coracdo e o cérebro ndo apresentaram
diferencas histopatologicas ou alteracdo do peso; além disso, poucos marcadores
para avaliar alteracfes nestes tecidos foram analisados, somente a enzima LDH e a
PCR, que s&o marcadores inespecificos, e a BUChE que tem sido encontrada em
varios tecidos, incluindo o cérebro; contudo nenhum destes marcadores apresentou
alteracdes em todos os animais testados apos administracao ip.

Apés tratamento pela via id, alteracdes foram encontradas apenas nos rins e
no cérebro dos grupos que receberam PS80, como aumento na atividade da CAT e
SOD nos rins e do MDA no cérebro. Além disso, os animais do grupo lll, que
receberam a dose mais alta de LNC, com concentracdes maiores de PS80 na
formulacdo, apresentaram um aumento na atividade da SOD nos rins e valores
elevados de MDA no cérebro, resultado semelhante ao grupo PS80. Como
mencionado anteriormente, dentre os parametros analisados, apresentados no
Manuscrito 2, a maioria estava inalterada, exceto nos animais que receberam PS80,
0s quais apresentaram pequenas alteracdes. E importante salientar que o PS80 é
permitido para administracdo parenteral, além disso, o polissorbato presente na
extremidade das nanocapsulas néo apresenta exatamente as mesmas propriedades

gue o PS80 utilizado como controle, porém seu uso como controle é indicado.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS




Neste trabalho realizamos a avaliacdo toxicoldégica de nanocapsulas de nudcleo
lipidico, de poli(e-caprolactona), polimero biodegradavel, utilizadas como
carreadoras de farmacos. As avaliacdes toxicologicas agudas e subcrénicas foram
feitas ap6s administragfes intraperitoneal e intradérmica em ratos Wistar machos.
Néo foram observados sinais clinicos ou alteracfes fisioldgicas relevantes nos
animais submetidos aos testes, apenas diminuicdo do peso corporal em alguns
grupos tratados com as formulagdes e com polissorbato, entretanto esta alteracao

foi transitoria.

A avaliacdo do efeito das LNC sobre os tecidos, através de analises
histopatolégicas, macroscopicas e peso relativo dos 6rgdos mostrou em ambas as
vias, tanto na avaliacdo aguda quanto na subcrénica que n&do houve indicativo de
toxicidade em nenhum destes parametros. As alteracdes observadas foram,
provavelmente, devido ao acumulo da suspenséo de LNC na cavidade abdominal,
apos administracao pela via ip, ocasionando uma reacdo na camada serosa do baco
e do figado devido ao volume administrado, impedindo que as doses mais altas

administradas fossem absorvidas.

Em relacdo a hepatotoxicidade, ndo foram observadas alteracdes em nenhum
dos parametros analisados, tanto enzimaticos quanto ndo enzimaticos em ambos 0s

estudos, corroborando com os achados histopatolégicos.

Quanto a avaliacdo da nefrotoxicidade, ndo houve alteragcdo nos marcadores
sanguineos analisados, porém estes marcadores sdo tardios. Devido a isto, em
ambos os estudos foram realizadas coletas de urina basal e no final dos
experimentos para quantificacdo de biomarcadores precoces de dano renal. Nao
houve alteracdo em nenhum destes marcadores, tanto do biomarcador de dano
glomerular quanto tubular. Nas condicbes do experimento, tanto nas analises
histopatoldgicas quanto nas analises laboratoriais, ndo houve nefrotoxicidade apés

administracdo de LNC ap6s exposi¢cdes unicas e repetidas.

Quanto aos outros parametros bioquimicos, apenas foi observada uma leve,
porém néo significativa, diminuicdo do complemento apés administracéo ip de LNC,
indicando que possa ter ocorrido uma ativagdo da cascata. Apos administragédo id,

somente a BuChE apresentou diferenca significativa, estando diminuida
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comparando 0 grupo que recebeu a dose mais alta com o grupo controle; em
estudos recentes, juntamente com a AChE, a BUChE tem sido demonstrada como
moduladora no processo inflamatorio, além de estar alterada em diferentes
patologias. Entretanto, ndo houve correlacdo com outros marcadores inflamatérios

avaliados neste estudo.

Em relacdo aos possiveis mecanismos de toxicidade envolvidos apés
administracdo de LNC, também foi demonstrado que nas condicbes dos
experimentos, 0s animais ndo apresentaram resultados intensos o suficiente para
iniciar um processo oxidativo, visto que ndo houve peroxidagdo lipidica nem
deplecdo de antioxidantes; além disso, ndo houve dano ao DNA nem resposta
inflamatoria nos animais tratados com LNC. Um aumento na producdo de ERO
resulta em EO quando as células ndo conseguem compensar a formacéo de ERO e
consequentemente ndo conseguem manter ou restaurar as condicdes normais
fisiologicas de funcgdes reguladoras redox, ocasionando resultados toxicologicos,
como dano ao DNA e expressao de citocinas inflamatorias, por exemplo. Contudo,
isto ndo foi observado no presente estudo, visto que as defesas antioxidantes
estavam similares entre 0os grupos que receberam solucdo salina, polissorbato e as
formulacdes de LNC, prevenindo ou revertendo assim, possiveis danos oxidativos,
como a lipoperoxidacdo. Os resultados, portanto, sugerem a possibilidade de os
antioxidantes terem sido Uteis na prevencao/reversao de possiveis danos oxidativos
e/ou inflamatérios induzidos pela exposicdo de LNC, mesmo o0s animais tendo
apresentado valores leves de inducdo, além disso, de acordo com uma hipotese
hierarquica do estresse oxidativo, 0 menor nivel de estresse esta associado com a

inducdo de antioxidantes e detoxificacdo por enzimas (XIAO et al., 2003).

Como foi citado anteriormente, os resultados encontrados mostraram leves
alteracdes em marcadores inflamatoérios e imunolégicos como complemento, BuChE,
neutrofilos, mondcitos, IL-10, indicando a necessidade de quantificacdo de outros
marcadores para uma avaliacdo global deste processo. Entretanto, as alteracdes
encontradas nao correlacionaram entre si, ndo houve correlacdo entre parametros
hematolégicos, BUChE, PCRus, C3, IL-6 e IL-10. Além disso, serdo realizados testes
in vitro através de contagens manuais e automatizadas para elucidar a interferéncia

metodologica encontrada em alguns parametros hematolégicos apds administragéo
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de maiores volumes de formulacdo. Também serdo realizadas analises em
diferentes meios, com diferentes valores de pH para saber se ha aglomeracao
destas LNC, ou se estas podem desviar a luz em andlises espectroscopicas.

Mais experimentos, ainda, deverdo ser conduzidos para avaliar a diminui¢céo
encontrada nos biomarcadores de lipoperoxidacdo, além disso, € necesséria a
confirmacédo da auséncia de dano ao DNA através da quantificacdo da frequéncia de
micronucleos (MN). De modo geral, visto que muitos destes marcadores sao
inespecificos, € necesséaria a continuidade destes estudos toxicolégicos, e como
citado anteriormente, estudos complementares in vitro sdo importantes para avaliar

mecanismos especificos e se existe correlagdo entre os achados in vivo/in vitro.

Como sugerido por Nel e colaboradores (2006), interacdes de NPs com o
organismo podem resultar em estresse oxidativo, inflamacdo e outras formas de
injuaria, como desnaturacdo de proteinas, dano as membranas, dano ao DNA,
imunotoxicidade, e a formacdo de granulomas de corpo estranho. O screening
toxicolégico realizado no presente trabalho abordou a maioria destas possiveis
injarias e nos permitiu concluir que os grupos que receberam as doses mais baixas e

intermediarias ndo apresentaram toxicidade em ambos os tratamentos.

Em resumo, com os resultados obtidos até 0 momento pode-se concluir que
nas condicdes dos experimentos, tanto pela via ip quanto pela via id, ndo foram
demonstrados danos teciduais e os achados laboratoriais foram condizentes com os
histopatoldgicos, sendo estas nanocapsulas, do ponto de vista toxicoldgico,
promissoras como carreadoras de farmacos; entretanto estudos utilizando outras
vias, como a via oral, intravenosa, bem como avaliacdo da toxicidade crbnica, sdo
necessarios. Porém, qualquer avaliacdo nesta linha € importante e pode embasar a
avaliacdo da resposta toxica e, consequentemente, levar ao estabelecimento de
regulamentacdes na avaliagdo da toxicidade de nanoparticulas poliméricas

biodegradaveis utilizadas como carreadoras de farmacos.
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toxica e, consequentemente, levar ao estabelecimento de modelos preditivos para
avaliacdo da toxicidade.

Parecer: Projeto Aprovado em 13 de agosto de 2011,

N

Dr. Ari Tadeu Lirio dos Santos
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa
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