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Nanoparticulas: toxicidade biologica
SANTOS, P. C. (2014)

Trabalho de Concluséo de Curso/Farmacia/UFPB

RESUMO

Nas ultimas décadas observa-se um interesse sem precedentes na é&rea da
nanotecnologia, sendo um dos campos tecnoldgicos mais atrativos e em amplo crescimento,
repercutindo no surgimento de produtos inovadores em areas estratégicas. No entanto, para
tanto crescimento, sdo poucos os estudos toxicoldgicos para que haja regulacdo eficaz e para
que se assegure a saude da populacdo e do meio ambiente. Este estudo teve como objetivo
expor um panorama a partir de pesquisas relacionadas a nanotoxicidade bioldgica por
inalacdo, por via dérmica, via sistema circulatério, efeitos de citotoxicidade e dados
regulatérios, correlacionando com a farmacologia. Os estudos na literatura demonstram uma
grande capacidade de alcance das nanoparticulas nos sistemas bioldgicos, geralmente sdo
observadas respostas de ativacdo do sistema imunoldgico e deposicdo em 6rgaos com suas
respectivas patologias causada pela presenca das nanoparticulas. Em contrapartida ainda é
lento o surgimento de leis para a composi¢do de medidas regulatérias das nanoparticulas. Este
trabalho sugere que os resultados existentes na literatura s@o capazes de compor medidas
regulatorias de seguranca bioldgica em aplicacdes de produtos diversos, principalmente no
ambito da nanofarmacologia, porém nota-se desinteresse na aplicacdo de medidas

regulatérias.

Palavras- chaves: Nanoparticulas, Nanofarmacologia, Nanotoxicologia, Toxicidade

bioldgica, Nanobiotecnologia, Regulacéo.



ABSTRACT

In recent decades there has been an unprecedent interest in the area of nanotechnology, one of
the most attractive and high-growth technology fields, resulting in the emergence of
innovative products in strategic areas. However, due to such growth, there are still a few
toxicological studies so that an effective regulation could ensure that people's health and the
environment are safe. This study aimed to expose a panorama from a research related to
biological nanotoxicity by inhalation, dermal, via the circulatory system, effects of cytotoxic
and regulatory data, correlating with pharmacology. Studies in the literature show a wide
capacity range of nanoparticles in biological systems, usually responses immune system
activation and deposition are observed in organs with their respective pathologies caused by
the presence of nanoparticles. In contrast is still slow the emergence of laws for the
composition of regulatory measurements of nanoparticles. This work suggests that existing
results in the literature are able to compose regulatory biosecurity measures in various product
applications, especially within the nanofarmacology, however there is noted disinterest in the

application of regulatory measurements.

Key words: Nanoparticles, Nanofarmacology, toxicology, biological toxicity,
Nanobiotechnology, Regulation.
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1. INTRODUCAO

Devido ao crescente avango quanto as aplicacGes da nanotecnologia em diversos
setores estratégicos, surge uma grande preocupacao relacionada ao dano bioldgico. Estudos
toxicoldgicos ainda ndo sdo suficientes para a criacdo de uma regulacdo segura e eficaz,
podendo repercutir em grandes impactos ambientais, a0 passo que pesquisas demonstram
resultados de toxicidade desses novos produtos.

Desde a pré-historia 0 homem tenta modificar o ambiente em que vive para aproveitar a
natureza da melhor maneira. Ap6s muitos progressos criou varias ciéncias e descobriu
diferentes formas de utilizacdo de substancias que se aplicam em diversas areas, tais como,
salde e tecnologia. Dentre esses muitos avancos, surge um novo conhecimento no final do
século XX, entre as décadas de 1970 e 1980, quando grupos de cientistas exploraram a
nanociéncia para o surgimento da nanotecnologia (SANTOS; 2008). A nanociéncia é
multidisciplinar, sendo necessario o envolvimento de varias outras ciéncias, tais como, fisica,
quimica, biologia, engenharia e matematica.

Em 1974, o cientista N6rio Taniguchi utilizou o prefixo “nano”, palavra derivada do
latim, “nanus”, que denomina coisas demasiadamente pequenas. Por esta razao, recorreu a
essa epistemologia para melhor representar a nanociéncia, que tem como produto e ferramenta
a nanotecnologia. Na nanotecnologia as particulas sdo manipuladas com magnitude
extremamente pequenas, na escala de nandmetros (nm), que é equivalente a bilionésima parte
de um metro (CHAVES; 2007). No entanto, os beneficios se apresentam acompanhados
também de desvantagens, pois as nanoparticulas podem interferir negativamente sobre o
homem e o meio ambiente pela facilidade de contato com estruturas biol6gicas muito
pequenas.

A nanobiotecnologia € definida como o estudo, processamento, fabricacdo e desenho de
dispositivos organicos com nanomateriais para atuacdo bioldgica ou biomateriais, nos quais
pelo menos um componente funcional possui tamanho nanométrico. As areas importantes da
nanobiotecnologia incluem Nanomedicina (biologia molecular e genética), Fisica-médica
(diagndstico), Nanofarmacos (farmacos encapsulados) e Nanocosmética (encapsulacdo de
ativo). (SANTOS, 2009). Por estar intimamente ligada & interacdo bioldgica, a
nanobiotecnologia vem sendo palco de diversos estudos toxicologicos para uma melhor
aplicabilidade, com diminuicdo de impactos negativos decorrentes das da nanotecnologia

sobre os organismos.
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No campo da salde, a &rea da ciéncia farmacéutica recorre a varios artificios para obter
diversos tipos e formas de preparacfes dos veiculos estratégicos para que medicamentos
alcancem uma melhor disponibilidade dos principios ativos em seu local de agdo. Para
melhoria dessas respostas, os artificios farmacoldgicos vém se transformando com os avangos
nos estudos da nanotecnologia, que estdo contribuindo para melhorias na medicina e na area
das ciéncias farmacéuticas, surgindo um novo campo de atuagédo, a nanofarmacologia.

A eficacia de uma droga depende de seu mecanismo de acéo, do veiculo de entrega, da
via de administracdo, concentracdo correta, distribuicdo e eliminacdo (ASHAI, 2012;
RAUCH, 2013). Os medicamentos nanotecnoldgicos possuem a capacidade de carrear
principios ativos em seus locais alvos com mais especificidade, contornando problemas
associados aos medicamentos disponiveis comercialmente, tais como, toxicidade,
estabilidade, dosagem, eficécia, seguranca e adesdo do paciente ao tratamento (SAHOO,
2003). Entretanto a nanofarmacologia necessita de mais estudos a respeito dos possiveis
riscos relacionados a toxicidade, por se tratarem de substancias muito pequenas e alcancarem
lugares que antes eram impossiveis de serem alcancados pelos produtos convencionais.

Devido ao fato de que a utilizacdo de nanomateriais seja uma estratégia promissora, a
producdo desses produtos esta aumentando rapidamente (ROCCO, 2001), o que acarretara em
um aparecimento de nanomateriais no ar, agua, solos e organismos (MUELLER E
NOWACK, 2008). Essa questdo ambiental relacionada a aplicacdo da nanotecnologia faz com
que se faca necessario uma atencdo maior voltada para a industria que é grande responsavel
por uma gama de impactos ambientais devido ao manuseio inadequado de seus materiais e
descarte inapropriado de residuos, assegurando a garantia do desenvolvimento e cumprimento
de ferramentas de sustentabilidade e minimizando o0s potenciais impactos que as
nanoparticulas sdo capazes de causar, pelo fato de serem minusculas e carrearem substancias
quimicas com maior efetividade, podendo gerar altos indices toxicoldgicos.

A aplicabilidade da nanobiotecnologia em diversas areas requer uma investigacdo mais
aprofundada, visto que altera o ambiente bioldgico, possuem maior acessibilidade em
barreiras fisioldgicas, e as propriedades fisico-quimicas desses novos reagentes sdao mais
complexas, tornando-se mais desafiadoras do que os produtos convencionais (FLORENCE,
2012; MUTHU, 2010).

Em decorréncia desses riscos a nanobiotecnologia e a aplicagdo da nanociéncia na
farmacologia, pode resultar em algum potencial dano a saude humana, pelo fato de que as

caracteristicas quimicas nanométricas desses materiais aumentam a superficie de contato com
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a composicdo bioldgica, sendo necessario um conhecimento multidisciplinar e um
planejamento rigoroso, evitando efeitos adversos.

O objetivo desse trabalho é demonstrar, a partir de um estudo aprofundado, potenciais
efeitos de toxicidade relacionados a nanobiotecnologia e a utilizacdo de nanoparticulas na

farmacoldgica, bem como os efeitos toxicos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Expor um panorama com pesquisas relacionadas a nanotecnologia e toxicidade bioldgica,
correlacionando com a farmacologia.

2.2. Objetivo especifico

e Descrever algumas consideracGes sobre nanotecnologia;

e EXxpor os principais usos farmacoldgicos de nanoparticulas;

e Fazer um levantamento sobre pesquisas relacionadas a nanotoxicidade bioldgica;

e Estudar os riscos da nanotoxicidade bioldgica, correlacionando com 0s possiveis
efeitos de toxicidade farmacoldgica.
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3. METODOLOGIA

O presente estudo foi construido através de uma revisao bibliogréafica, realizada entre o
periodo de 2001 a 2014, a partir de algumas bases de dados como: PubMed, Medline, Sibi
(USP), Portal Periddicos Capes, Bireme, ISI, SCIRUS, IBICT, Web of Science e Dissertation
Abstracts. Na pesquisa, foram consultados artigos originais de pesquisa e de revisdo, bem
como livros, revistas e internet, sobre o tema nanotoxicidade, e palavras-chave:
nanofarmacologia, nanotecnologia, nanoparticulas, nanotoxicologia, toxicidade biologica. Os
artigos obtidos foram avaliados segundo a sua relevancia e que apresentam tdpicos
diretamente relacionados com o assunto. Os dados foram descritos na forma de tabelas,

gréficos, figuras.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4. 1. Considerac0es sobre nanotecnologia

Para muitos a nanotecnologia teve seu marco inicial em 29 de dezembro de 1959 com o
fisico Richard Feynman, durante o encontro anual da Sociedade Americana de Fisica. Ele
afirmou que em breve os cientistas poderiam manipular &tomos, construir estruturas
nanométricas e aplica-las onde quisessem desde que as leis naturais fossem mantidas. Esta
afirmacdo define a nanotecnologia, que é a capacidade de manipular particulas em escala
manomeétrica, e planejar sua acdo de acordo com o que se deseja, possibilitando a construcdo
de matérias inexistentes na natureza (FEYNMAN, 1959).

No entanto, ap6s a afirmacdo de Feynman o inicio das aplicacbes nanométricas ocorreu
na década de 80 com os microscépios de varredura por tunelamento, em 1981, Gerd Binning e
Heinrich Roherer, sendo possivel a primeira visualizagdo dos atomos individuais.

Em 1989 Donald M. Eigler da IBM na Califérnia, nos Estados Unidos, escreve a
palavra IBM com 35 atomos de xendnio mostrando que estruturas poderiam ser construidas
atomos por atomos ou moléculas por moléculas.

Ainda no ano de 1986, Gerd Bining inventou uma ponta do microscopio capaz de
enxergar qualquer coisa. Junto a ponta, foi acoplado um pequeno pedago de diamante que
contorna os atomos exercendo uma pressdo pequena, o suficiente para ndo destrui-la. Este
ficou conhecido como o microscépio de forca atbmica (AFM) (CADIOLI; SALLA, 2006).

Figura 1: Microscépio de Forca Atdmica (AFM).

FONTE: CAPOZZOLI, U. A ciéncia do pequeno em busca da maioridade. Revista
Duetto, Scientific Americam Brasil, ed. n° 1, junho de 2002. Disponivel em:
http://www2.uol.com.br/sciam/reportagens/a_ciencia_do_pequeno_em_busca_da_maioridade
_imprimir.html. Acesso em maio de 2014.
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Em 1991 Sumio e lijama da NEC, em Tsukuba no Jap&o sintetizaram nanotubos de
carbono. (CADIOLI; SALLA, 2006). Segundo DURAN, MATTOSO E DE MORAIS 2006,
p.17, os nanotubos revolucionaram a nanotecnologia, pois exibiram resisténcia mecanica
muito alta e capacidade de aplicacdes singulares.

Desde a afirmacdo visiondria de Richard Feynman em 1959 a respeito da
nanotecnologia, e a primeira aplicacdo nos anos 80, é notdria a ascensdo de descobertas e
aplicacdes dessa nova tecnologia. A utilizacdo da nanociéncia em diversas areas alterou
profundamente o cendrio atual do mundo, devido as suas vantagens sobre os produtos
convencionais.

A importancia da nanotecnologia é multidisciplinar, pois é possivel aplicd-la em
diversos setores obtendo eficacia significativa sobre os produtos, como eletrdnicos,
permitindo a compactacdo dos computadores a microcomputadores e chips; energia, um
exemplo sdo pesquisas a respeito da condutividade do grafeno, que é uma estrutura laminar,
composta por atomos de carbono que se agrupam formando hex&gonos, possui uma
condutividade elétrica perfeita, permitindo que os elétrons deslizem sobre eles, o que pode ser
aplicado em telas touch screen e até aplicacdes na industria farmacéutica. Outras aplicacdes
sdo sabdo em pd, lentes. Essa ascensdo requer cuidados quanto os limites bioldgicos e

ambientais.

4.1.1. Nanoparticulas

O nanbmetro corresponde a bilionésima parte do metro ou a milionésima parte do
milimetro (1x10° m). A palavra nanotecnologia vem do grego, onde o prefixo nano significa
“ando”. (MARTINELLO, AZZEVEDO, 2009).

As nanoparticulas sdo termodinamicamente instaveis e tém a tendéncia natural de se
agregarem e crescerem. Desta forma, o grande desafio do quimico de materiais consiste
exatamente em preparar nanomateriais estaveis, que permanecam nesta escala de tamanho
sem sofrer decomposicao e sem agregacao e crescimento, e monodispersos, tanto com relacéo
ao tamanho quanto com relacdo a forma de suas particulas, que possam ser manipulados,
dispersos, depositados sobre substratos, sem perder suas caracteristicas (ZARBIN, 2007)

As nanoparticulas sdo estruturas nanomeétricas que estdo compreendidas na escala 1-100
nm (nanémetros). Elas podem se agregar e quando ultrapassam 100 nm, sdo consideradas
nanomateriais, que também possuem efeitos, porém ndo sdo consideradas nanoparticulas, por

possuirem uma dimensdo maior que 100nm (SANTOS, 2009)
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A fisica e a quimica devem estar obrigatoriamente presentes nesta ciéncia, pois deve ser
caracterizado o grau de agregacdo, pureza, contamina¢do com outro material, provando a
confiabilidade do nanomaterial.

Segundo Arcuri, 2008, As nanoparticulas mudam de comportamento no nivel nano
devido aos “efeitos quénticos”. E uma constatagio de que em escala nanométrica as
propriedades dos materiais e elementos quimicos se alteram drasticamente. Apenas com a
reducdo de tamanho e sem alteracdo de substancia, verificou-se que 0s materiais apresentam
novas propriedades e caracteristicas como resisténcia, maleabilidade, elasticidade,
condutividade e poder de combustdo. Na medida em que a matéria é reduzida a escala
nanométrica as suas propriedades comecam a ser dominadas por efeitos quéanticos. A
Mecanica Quantica ¢ a parte da fisica (mais particularmente, da fisica moderna) que estuda o
movimento das particulas muito pequenas. O conceito de particula "muito pequena”, mesmo
que de limites muito imprecisos, relaciona-se com as dimensdes nas quais se comeca a notar
efeitos como a impossibilidade de conhecer com infinita acuidade e a0 mesmo tempo a
posicdo e a velocidade de uma particula entre outras. Esses efeitos chamam-se “efeitos
quéanticos”.

A figura 2 demonstra comparag6es das grandezas macro, micro e nano sendo possivel
visualizar a pele ampliada em 1 centimetro até 1 nanémetro do atomo de DNA.

AcS [UReT
1 milimetro

AT T

1 centimetro

10 microns {célula
do glébulo branco)

1 micron 100 nanOmetros 10 nanometros 1 nan6metro
(DNA)

Figura 2: Seqliéncia de imagens demonstrando diferentes grandezas da pele da mao ao DNA.
Cada imagem € 10 vezes menor que a imagem anterior.
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Fonte: MORRISON, P.; OFFICE.C.; EAMES R., Powers of Ten, Scientific American
Press, 1982. Also Pyramid Films, Santa Monica, CA 1978.

A classificacdo das nanoparticulas quanto a natureza pode ocorrer de duas formas:

As nanoparticulas engeinheiradas ou manofaturadas, elaboradas pela engenharia,
elaboradas pelo homem com um propdsito; Representam a principal fonte de nanoparticulas.

As incidentais ou antropogénicas, de origem da atividade humana, antropogénicas,
ndo intencional, sdo mais heterogéneas, pois ndo foram feitas com finalidade especifica, ao
contrario da classificacdo anterior. Exemplos: combustdo de carvao, exaustao de veiculos, etc.

As naturais, sdo encontradas na natureza, provém de poeiras de minerais, rochas
vulcanicas, fumaca, etc.

As nanoparticulas planejadas, que sdo elaboradas pela engenharia, sdo classificadas em
dois diferentes tipos, inorgénicas ou organicas. Na literatura encontra-se com mais facilidade,
trabalhos envolvendo nanoparticulas inorganicas, ja as organicas sdo mais dificeis.

As nanoparticulas metalicas e 6xidos sdo 0s principais representantes do grupo das
nanoestruturas inorganicas. Os exemplos mais comuns de nanoparticulas organicas sdo 0s
componentes celulares e 0s virus.

Na producdo de produtos nanotecnologicos, sdo usadas técnicas para manipular a
matéria, na escala de atomos e moléculas. Existem dois métodos de sintese e fabricacdo de
nanomateriais:

Top-down (Métodos de cima para baixo): parte de uma estrutura grande para se fazer
uma estrutura pequena. (litografias Opticas). As estruturas nanométricas sdo produzidas
através da moagem de matérias macroscépicas.

Botton-up (Métodos de baixo para cima): formacdo de nanoestruturas a partir de
atomos e moléculas individuais, fazendo uma estrutura maior (auto- organizacdo). As
estruturas sdo formadas de &tomos ou moléculas capazes de se autorreajustar, sendo
disponivel somente com avanco e aperfeicoamentos tecnolégicos, pois exigem controle

rigoroso na producdo dos materiais utilizados, onde deve ser bem fino. (MARCONI, 2009).

4.1.2. Utilizacdo de nanoparticulas na farmacologia

A aplicacdo da nanotecnologia para o desenvolvimento de medicamentos mais seguros
e eficazes alterou o panorama das industrias farmacéuticas e de biotecnologia. Os sistemas de

entrega de farmacos, bem como o acelerado crescimento em inovagao e sucessos emergentes
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relacionados a utilizagdo de nanoparticulas, tém aumentado o interesse pela &area da
Nanomedicina. (KAMALY, 2012).

Na farmacologia, as nanoparticulas possuem o objetivo de transportar substancias para o
organismo, tecidos e células, melhorando a eficacia terapéutica e diminuindo o efeito toxico
das substancias carreadas. Os sistemas de liberacdo nanoestruturados apresentam inimeras
vantagens para a administracdo de farmacos, incluindo a capacidade de proteger as moléculas
ativas contra degradacdo em meio fisiologico, liberar controladamente a substancia ativa no
sitio de acdo, alem de permitir a administracdo de farmacos hidrofébicos em sistemas
dispersos aquosos. As propriedades biofarmacéuticas das substancias séo significativamente
melhoradas com o uso de carreadores nanoestruturados, levando a importantes alteracées nos
processos farmacocinéticos de absor¢do, distribuicdo, metabolismo e eliminacao de farmacos,
permitindo ainda a reducdo da dose e dos efeitos adversos dos mesmos (CARLUCCI &
BREGNI, 2009).

Diversos sistemas para liberagdo controlada de drogas tém sido engendrados e descritos,
com suas vantagens e desvantagens comparadas, podendo ser classificados em quatro grupos
principais: carregadores virais, compostos catidnicos organicos, proteinas recombinantes e
nanoparticulas inorganicas. (CORR, 2008; HILD 2008; CUNHA, 2010).

Os custos e 0 tempo para 0 desenvolvimento de um novo medicamento podem ser
significativamente reduzidos, visto que tal estratégia visa o aproveitamento terapéutico de
moléculas cuja estrutura, propriedades fisico-quimicas e/ou farmacoldgicas foram
previamente estabelecidas. Alguns exemplos de sistemas de liberacdo a partir de
nanoestruturas sdo as: nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas soélidas lipidicas,
lipossomas, nanoemulsdes, micelas e dendrimeros. (DEVALAPALLY, CHAKILAM, AMUJI,
2007). A figura 3 sdo exemplos de dendrimeros e lipossomas e nanoestruturadas. Sendo
possivel observar o carreamento de farmacos em estruturas que foram previamente planejadas
para atingir o local especifico e proteger o principio ativo, evitando sua degradacdo e

assegurando a acdo farmacoldgica.
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Figura 3: Exemplos de nanoparticulas: Lipossoma (A) e dendrimero (B).
Fonte: SAHOO, S. K.; LABHASETWAR, V. Nanotech approaches to drug delivery and
imaging. Drug Discovery Today, v. 8 (24), p. 1112-1120, 2003.

As chamadas nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carregadores de farmacos e
demais moléculas que apresentam didmetro abaixo de 1 um (1.000 nm) que incluem as
nanocapsulas (NC) e nanoesferas (NE). Esses dois sistemas diferem entre si segundo a
composicao, pela presenca ou auséncia de 6leo em suas composicdes, e organizacao estrutural
(MELO, 2010; OLIVEIRA, 2009; SANTOS, FIALHO, 2007; DURAN ET AL., 2006;
SCHAFFAZICK ET AL., 2003).

As nanoparticulas poliméricas podem ser usadas em farmacos dissolvidos, recobertos,
dispersos ou encapsulados, sendo classificado em duas categorias: nanoesferas e
nanocapsulas. Elas sdo diferenciadas pela sua organizacéo estrutural e composicao.

A nanoesfera é formada por uma matriz polimérica, onde os farmacos se encontram
dispersos ou adsorvidos.

As nanocapsulas sdo estruturas responsaveis pela veiculacdo de farmacos. Nelas a
localizacdo desses principios ativos se encontra na parte interna da cavidade oleosa ou aquosa,
envolta por uma membrana polimérica, ou sdo adsorvidos nessa membrana. (SANTOS,
FIALHO, 2010).

A Figura 3 demonstra a nanoparticula polimérica e a diferengca morfoldgica entre a
nanoesfera (sistema matricial) e nanocépsula (sistema reservatorio). Os métodos de obtencédo
para essas formas farmacéuticas sdo semelhantes, com diferencas no processo de

polimerizacéo.
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Figura 4: Diferentes formas farmacéuticas com nanoparticulas poliméricas: (A) nanoesfera
(sistema matricial) e ao lado uma foto real com corte transversal demonstrando o ativo
distribuido uniformemente no interior e (B) capsula (sistema reservatdrio), foto demonstrando
0 ativo concentrado no ndcleo.

Fonte: LAMBERT, G. Oligonucleotide and Nanoparticles. Disponivel em
<http://perso.clubinternet.fr/ajetudes/nano/index. html> Acesso em dezembro de 2003.

Nanoemulsdes sdo sistemas heterogéneos com a dispersao de goticulas uniformemente,
contendo dois liquidos imisciveis dispersos um em outro na forma de glébulos de tamanho
reduzido comparados com as emulsées, obtendo emulsdo (6leo/agua-O/A ou agua/6leo-A/O).

Os tipos de emulsbes sdo divididos pelo tamanho das particulas existentes. A
macroemulsdo, tem particulas do tamanho de 100 a 1um, a nanoemulsdo, que tem particulas
que variam de 100 a 200 nm, a microemulsdo, aonde suas particulas vdo de 10 a 100 nm e a
solucdo micelar, que tem particulas que variam de 1 a 10nm. (TATROS 2004; CAPEK,
2004).

A inovacdo da utilizacdo de nanoparticulas auxilia no planejamento de farmacos. Os
exemplos citados de nanoparticulas utilizadas representam o inicio de uma fase crucial, onde
é possivel obter sistemas de entrega de farmacos nunca vistos antes. Todavia, essa aplicacdo

deve caminhar acompanhada de estudos nanotoxicoldgicos.

4.1.3. Toxicidade farmacologica

“Todas as substancias sao venenos, ndo existe nenhuma que nao seja. A dose correta
diferencia um remédio de um veneno”. (Paracelso 1443-1541). A interacdo entre substancia e
organismo € um ponto crucial para o planejamento dos farmacos, pois podem ser agentes

toxicos, gerando respostas indesejadas, que altera ou destroi fungdes vitais e levam a morte.
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Os farmacos sdo prescritos com o intuito de prevenir ou tratar doencas. No entanto,
esses farmacos podem apresentar toxicidade para certos pacientes. As chances de um farmaco
causar mais prejuizo do que beneficios a um paciente dependem de diversos fatores, incluindo
idade, gravidez, predisposicdo genetica, acdo ndo seletiva ou uso ou administracdo
inapropriada do farmaco, dose do farmaco administrado ou outros farmacos utilizados pelo
paciente. (GOLAN, 2009).

A FDA (United States Food and Drug Administration) estabeleceu um sistema de
classificacdo dos farmacos baseado em dados obtidos em humanos e também em animais, que
engloba farmacos da classe A: seguros, até a classe X: de teratogenicidade comprovada.
(LEFEBRE, RUBIN, 2009).

No Brasil, a ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria), elaborou o “Guia
para a conducdo de estudos ndo clinicos de seguranca necessarios ao desenvolvimento de
medicamentos” em 2010. E uma orientagdo para a conducio de estudos ndo clinicos de
seguranca durante o0 desenvolvimento de medicamentos. No entanto, caso o0
pesquisador/instituicdo consiga comprovar a seguranca desses farmacos por outros estudos
cientifica e tecnicamente mais viaveis, os dados apresentados poderdo ser avaliados pela
ANVISA.

A elaboracdo do guia foi baseada em documentos de agéncias reconhecidas pela
vigilancia sanitaria de medicamentos (FDA, EMEA), e de institui¢cbes de interesse na area
(ICH, OECD, NCI, WHO), visando uma maior harmonizacdo com a regulamentacéao
internacional. Além disso, o guia também tem a intencéo de racionalizar estudos néo clinicos,
evitando duplicidades e utilizagdo desnecessaria de animais sem que isso possa comprometer
a obtencdo e a confiabilidade de informacdes referentes a seguranca da droga a ser testada.

Os estudos nao clinicos de seguranca propostos nesse documento incluem: estudos de
toxicidade de dose Unica (Aguda), toxicidade de doses repetidas, toxicidade reprodutiva,
genotoxicidade, tolerancia local e carcinogenicidade além de estudos de interesse na avaliagao
da seguranca farmacoldgica e toxicocinética (Administracdo, Distribuicdo, Metabolismo e
Excrecdo — ADME). (ANVISA, 2010).

Na figura 5 é possivel visualizar os mecanismos de toxicidade dos farmacos ou seus
metabolitos. Os farmacos podem ser destoxificados e excretados, mas tambem sé&o capazes de
interagir com componentes do organismo e resultar em efeitos adversos leves ou graves,

podendo levar a morte.
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Os mecanismos de toxicidade sdo considerados para o planejamento de farmacos e
realizacdo de estudos toxicoldgicos regulatorios de medicamentos, devido a essa capacidade
que os farmacos possuem de interferir nas atividades fisioldgicas através de ligacbes ou

reacOes que alteram o funcionamento do organismo e ocasionar efeitos toxicos.

Destoxificagao/

-7 excrecdo
yd ¢ Reparo do DNA
Efeitos especificos nos receptores Farmacos Reagdo Mutaga s Carcinogd
(sobre o alvo ou néo relacionados ou metabolitos com o DNA utagenese arcinogenese
ao alvo) e ~.

T Reacao com
pequenas moléculas
(por exerrlplo, GSH)

»
Complexos de
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oxidativas
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Deflagracao de respostas reguladoras 4—‘

/ g JI \"'"a \

Resposta protetora
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(por exemplo, reparo)

Figura 5: Mecanismos de toxicidade dos farmacos. Um farmaco ou seus metabdlitos ou
ambos interagem com receptores especificos, mediando efeitos adversos sobre o alvo ou néo
relacionados ao alvo. Os metabdlitos podem ser destoxificados e excretados, ou podem reagir
com uma variedade de macromoléculas, incluindo DNA, antioxidantes pequenos, como a
glutationa (GSH), ou proteinas celulares ou plasmaticas. A formacdo de complexos de DNA
sem reparo ou de reparo inadequado é freqlientemente mutagénica e pode levar ao cancer. O
comprometimento das defesas oxidativas pode resultar em inflamacdo e morte celular
(apoptose ou necrose). A formacdo de complexos farmaco-proteina pode deflagrar respostas
imunes, que podem causar lesdo de células e tecidos. Independentemente do mecanismo de
lesdo, pode ocorrer uma graduacdo de respostas agudas, desde protetoras até a apoptose e
necrose. A inflamacéo crénica e o reparo também podem levar a fibrose tecidual.

FONTE: GOLAN M.D., EHRIN, J. ARMSTRONG, M.D, ARMEN, H. TASHIJIAN, DAVID,
E. Principios de Farmacologia, Editora: GUANABARA KOOGAN, pag. 58-68, 22 Ed. 2009

29



4.2. REGULACAO E NANOTOXICIDADE

Apesar das melhorias demonstradas pelos nanomateriais nos sistemas de entrega de
farmacos, existe uma grande preocupagdo quanto aos riscos de efeitos nocivos ao meio
ambiente e a salde, em decorréncia da exposicdo aguda ou cronica dessas nanoestruturas
através de produtos cada vez mais presentes no mercado. Junto a essa nova realidade da
nanociéncia, surge o campo da Nanotoxicologia (WHARHEIT, 2008), possibilitando a
realizacdo de estudos que avaliam os efeitos das nanoparticulas em culturas de células (in
vitro) e em modelos animais (in vivo). Esses estudos nanotoxicoldgicos sao necessarios para
que se desenvolva uma regulacao segura.

A metodologia desses testes baseia-se em expor nanoparticulas nesses modelos e avaliar
parametros para obter caracteristicas de toxicidade. A partir desses estudos, € possivel
caracterizar parametros que irdo compor a regulacao. Através de estudos em organismos vivos
sdo analisadas diversas caracteristicas sobre os efeitos maléficos ainda desconhecidos. E
essencial considerar essas caracteristicas e registrar os dados obtidos nos estudos, tais como,
tamanho, constituintes, forma, ligantes de superficie, &rea de contato com o meio,
comportamento em solucdo do meio de interesse, rota de exposicao do organismo (inalagéo,
ingestdo, pele, via intravenosa), entre outros. Uma classificacdo completa significa resultados
seguros e com ampla utilidade (BERTE, 2013).

H& também aspectos muito sutis nas propriedades de nanoparticulas. Os efeitos
quéanticos observados sdo responsaveis por causar efeitos complexos, sdo potenciais respostas
ndo intencionadas, uma vez que a particula nanométrica apresenta alteracdes quanto as
caracteristicas fisicas e quimicas, também ha alteracdo da resposta biologica. Dai a
importancia de inserir varias ciéncias, nesse caso, a fisica moderna onde se inserem estudos
de efeitos quanticos. Além de respostas bioldgicas ndo intencionadas, que Sdo respostas
individuais, relacionadas a reacGes pertinentes a resposta genética de cada organismo na
natureza.

Tais estudos nanotoxicologicos, definem potenciais riscos quanto a utilizacdo de
nanoparticulas elaboradas, auxiliam na composicdo de acdes preventivas proporcionando
seguranga, limitando a indicacdo de uso, impedindo possiveis riscos de interacdo com
organismos e indicando o seu destino ap0s manipulacdo ou descarte. Para isso, se faz
necessario tomar medidas cautelosas de regulagdo desde ao planejamento até a industria e

consumo.
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A nanotoxicologia na sociedade proporciona seguranga para pesquisa e aplicacdo de
produtos para industria, seleciona nanomateriais que aperfeicoem produtos, que beneficie e
minimize os riscos, elabora requisicdes de dados e gera informacdes para que o0 governo tome
decisbes aceitaveis, disponibilizando essas informacdes também para o publico. A realizacdo
desses preceitos proporciona melhor aceitabilidade as nanotecnologias.

No entanto, 0s riscos aumentam na proporgao que as tecnologias avangam. Observa-se 0
ndo cumprimento do principio da precaucdo, que é adotado para as situacdes de incerteza
cientifica, quando ha riscos de uma atividade ou produto (BERGER FILHO, 2010). Oxidos
catalisadores, por exemplo, séo utilizados sem controle adequado, e novos produtos ndo séo
revisados em nenhum pais. E necessario que as idéias de protecdo a partir da nanotoxicologia

sejam desenvolvidas precavendo a salde de organismos e sistemas ecoldgicos.

4.3. NANOTOXICIDADE BIOLOGICA E SUA CORRELACAO COM A
NANOFARMACOLOGIA

A nanotoxicologia é uma ferramenta essencial que deve ser explorada conforme o
andamento de estudos e aplica¢fes inovadoras de particulas nanométricas, proporcionando a
composicdo de medidas para a protecdo bioldgica a fim de impedir danos drasticos a salde,
principalmente relacionados com a hanofarmacologia, evitando a toxicidade.

O planejamento de farmacos baseado nesses materiais deve ser minucioso, explorando
profundamente conhecimentos de diversas areas, tais como, biologia, fisica, quimica e
engenharia. A importancia da interdisciplinaridade se d& devido ao tamanho nanométrico
dessas particulas, pois hd um aumento da interacdo superficie/volume, 0 que aumenta a
superficie de contato, aumentando a reatividade quimica na superficie da nanoparticula
(ARCURI, 2008). Isso implica em cuidados desafiadores para a protecdo bioldgica através de
ferramentas fisico-quimicas, que esta intimamente ligada as caracteristicas da nanoparticula,
além da necessidade de recorrer a outras ciéncias necessarias, principalmente as ciéncias
bioldgicas, pela capacidade de exposi¢do em sistemas ecoldgicos, consequente interacdo com
organismos, podendo resultar em nanoparticulas vencendo barreiras biologicas causando
grande reatividade quimica em sua superficie.

A aplicacdo em numerosos produtos, juntamente com o0 crescente aumento de
publicacdes que expressam novas descobertas inovadoras na area da nanotecnologia, desperta

a atencdo para eventuais riscos e definicdo de uma politica de regulacdo adequada, que
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amenize danos decorrentes da utilizacdo dessas nanoparticulas engenheiradas ou
manufaturadas. O gréfico 1, expressa um levantamento de pesquisas no campo da
nanomedicina, obtido através da base de dados Web of Scienc, onde é possivel observar um
aumento crescente de publicagdes com a palavra “Nanomedicine”. Esses dados Reforcam a
necessidade de desenvolvimento em pesquisas de toxicidade de nanoparticulas, pelo fato de

gue novas e numerosas descobertas geram incertezas quanto aos riscos de exposigéo.
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Grafico 1: Publicagdes com a palavra “Nanomedicine” de 2002-2012.
Fonte: BERTE, R. Sintese e caracterizacdo de nanoparticulas de prata conjugada com
pepitideos antimicrobianos, dissertacdo de mestrado, Sdo Carlos, 2013.

O sistema bioldgico possui mecanismos quimicos de defesa e barreiras biologicas
mecanicas responsaveis pelo impedimento de corpos estranhos. As nanoparticulas, devido ao
seu pequeno tamanho, sdo capazes de atravessar barreiras imunoldgicas da pele, pulmdes ou
trato gastrointestinal, podendo evoluir para problemas sistémicos decorrente da translocagéo
dessas particulas para a corrente sanguinea e consequente presenca em 0rgdos, sistema
linfatico, tecidos e células, dependendo de seu tamanho. Frente a essa problematica, presume-
se que o uso inadequado das nanoparticulas pode levar ao desenvolvimento de diversas
patologias como inflamacGes, estresse oxidativo ou ate levar ao cancer.

A figura 6 demonstra um resumo dos possiveis efeitos adversos a saude, demonstrando
as rotas das nanoparticulas no organismo humano, seus 6rgdos afetados e as doengas
associadas, sendo importante ressaltar que nem todas as nanoparticulas produzem esses

efeitos, pois a toxicidade depende de diversos fatores como, tamanho, composicéo e outras
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caracteristicas quimicas ou fisicas que possuem potencial para respostas danosas que podem
variar de acordo com cada tipo de organismo. Essa figura foi construida a partir de dados in

Vvivo e in vitro por ingestdo e contato.
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Figura 6: Corpo humano e as vias de exposicao a nanoparticulas, érgdos afetados, e doencas
associadas a partir de estudos in vivo e in vitro.

Fonte: BUZEA, C., BLANDINO, I. I. P.,, ROBBIE. K., Nanomaterials and nanoparticles:
Sources and toxicity. Biointerphases, vol. 2, 4, 2007.

Ainda que no desenvolvimento de pesquisas sejam adotados parametros seguros nos
testes de nanotoxicidade, que expressem resultados confiaveis e com ampla utilidade, nao é
possivel prever eventuais efeitos biologicos em uma dada aplicacdo de nanoestrutura, pois de
acordo com conceitos basicos de toxicidade, cada organismo reage de maneira diferente. Essa

reacdo na maioria das vezes depende do componente genético do individuo. A observagéo da
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resposta bioldgica a nanoparticulas fornece ferramentas bioquimicas necessérias para
conhecer e evitar exposicao a substancias toxicas.

Também é dificil predizer a biodistribuicdo desses materiais, visto que sdo testados em
cultura de células, ndo sendo possivel observar efeitos sistémicos bioldgicos, ou sao
realizados testes em organismos vivos similares ao organismo humano e ndo no proprio

organismo humano.

4.3.1. Toxicidade pulmonar apos inalagédo

A preocupacdo em torno da inalagdo de nanoparticulas se da principalmente ao fato de
que quanto menor a particula, com mais facilidade ela vencera barreiras naturais do aparelho
respiratorio, se depositando e acumulando nos alvéolos, prejudicando a capacidade
respiratoria, pois os alvéolos sdo responsaveis pela troca gasosa de O2 do ar e CO;
proveniente da corrente sanguinea corrente sanguinea.

Uma vez depositadas no epitélio pulmonar, ao contrério das particulas de tamanho
maior, as nanoparticulas podem se translocar para locais extrapulmonares atingindo outros
orgdos por diferentes rotas e mecanismos. Um possivel mecanismo seria a transcitose através
do epitélio do trato respiratério acessando a corrente sanguinea diretamente ou transportada
por linfécitos, resultando na distribuicdo das nanoparticulas por todo o corpo.
(OBERDORSTER, 2005; CHEN, 2005).

As doencas que tém sido associadas com as nanoparticulas inaladas sdo asma,
bronquite, enfisema, cancer de pulméo e outras doencas neurodegenerativas, como Parkinson
e Doencas de Alzheimer. Alguns estudos mostram que a inalagdo de particulas de TiO; na
ordem de 20 nm podem causar uma grave inflamagéo pulmonar (SUZUKI, 2007).

Além da passagem pela via respiratoria, via mais evidente, estudos confirmam a
absorcdo de nanoparticulas inaladas da mucosa olfativa pelos nervos olfativos no bulbo
olfativo (BUZEA, 2007). O que se pode concluir € uma resposta de defesa por inalacdo de
nanoparticulas, pelo fato de serem altamente penetraveis. Entretanto efeitos toxicos ndo
intencionais ainda sdo dificeis de serem obtidos, pois o sistema fisioldgico é complexo para se
definir a farmacocinética ou aspectos farmacodinamicos toxicos.

Cada vez mais as nanoparticulas de ¢xidos metalicos sdo aplicadas em diversos
produtos, demonstrando vantagens e efeitos interessantes na utilizacdo, a exemplo de

pesquisas com nanoparticulas de 6xido de cério (CNPs), com propriedades regenerativas
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Unicas devido ao seu baixo potencial de reducdo e a existéncia de Ce (3") / Ce (4 ) em suas
superficies. Ce (3") desempenha atividade redox nas CNPs. Esse estado de valéncia mista
elimina espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, auxiliando contra patologias associadas ao
estresse oxidativo e inflamacéo cronica. Sdo bem tolerados em estudos in vitro e in vivo de
modelos bioldgicos, o que torna CNPs bem adequado para aplicagdes em nanobiologia e
medicina regenerativa (DAS, 2013). Esses resultados benéficos sdo relevantes, pois podem
ser uma saida para reverter efeitos de estresse oxidativo ou inflamagdes causadas pela
toxicidade, pelo uso inadequado de nanoparticulas. As aplicacbes de NPs devem respeitar
limites toxicos preestabelecidos, gerados em pesquisas que demonstram efeitos maléficos em
determinadas concentracdes ou tamanhos, apresentados por nanoparticulas de Oxidos
metalicos.

Resultados nanotoxicologicos realizados com a NPs de 6xido metalico alertam quanto a
exposicao delas ao ambiente. Uma exposicdo aguda de NPs de 6xido de cério (NP CeO;) na
cabeca e nariz de ratos demonstraram uma diminuicdo significativa na viabilidade celular,
aumento dos niveis de lactato desidrogenase, proteina total e fosfatase alcalina no fluido de
lavagem broncoalveolar (LBA), leucdcitos e neutrofilos elevados em 24 h de exposicao,
concentrages de citocinas pro-inflamatdrias (IL-1 B, TNFo e IL-6) significativamente
maiores no LBA e no sangue em todo o periodo. Macréfagos alveolares e neutréfilos
sobrecarregados com nanoparticulas de CeO, fagocitadas juntamente com nanoparticulas de
Ce0O, livres ndo fagocitadas, que foram depositados sobre as superficies epiteliais dos
brénquios, bronquiolos e regido alveolar do pulméo em 24 h de pds exposi¢do. A exposicao
de 14 dias demonstrou, por um longo periodo de tempo microgranulomas pulmonares
multifocais e biopersisténcia de NP CeO,, sugerindo que a exposicao aguda de nanoparticulas
de CeO; pela via respitaroria, inalacdo, pode induzir citotoxicidade via estresse oxidativo e
pode levar a uma resposta inflamatdria cronica (SIRINIVAS, 2011).

Esses resultados contribuem para adocdo de medidas que evitem grandes exposicOes de
NPs no meio ambiente, ou cuidados quanto a manipulacdo. O achado de neutrofilos e
macrofagos alveolares sobrecarregados de nanoparticulas significa potencial risco de
distribuicdo sistémica desses materiais, além da reducdo da capacidade pulmonar.

Outro estudo com nanoparticulas de Oxidos de cério, a partir de combustivel diesel
advindos do escape com catalisador, confirma a toxicidade pulmonar em ratos Sprague
Dawley por uma Unica instilacdo intratraqueal, com doses de 0,15, 0,5, 1, 3,5 ou 7 mg / kg de

peso corporal, que reduziu significativamente a produgéo de oxido nitrico (NO) apds um dia
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de exposicao, aumentando a producdo de IL-12, e apoptose, através da ativacao de caspases 9
e 3, (MA, 2011).

Apesar de achados que evidenciem utilizagdes inovadoras em diversos produtos com as
nanoparticulas de CeO,, a nanotoxicicologia norteia e define a melhor aplicacdo, desse
produto, uma vez que os 0xidos de cério, sdo cada vez mais utilizados em revestimentos para
filtros infravermelho, catalisadores, corantes para plasticos e outras aplicacdes. No entanto
suas propriedades cataliticas aplicadas em revestimento devem ser diminuidas pela sua
capacidade de toxicidade.

Para avaliar a exposicdo por inalacdo de nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO NP),
ratos (C57BL / 6) foram expostos a doses de 3,5 mg/m e 3, 4 h/dia, (sub-aguda); 13 semanas
(sub-crénicos) e necropsiados imediatamente (0O semanas) ou trés semanas (3 semanas). Apos
a exposicdo, observou-se inflamacdo pulmonar minima, citotoxicidade ou alteracdes
histopatologicas no pulmédo. Uma elevada concentracdo de Zn no pulmédo e LBA indica
dissolucdo de ZnO NPs no sistema respiratorio apés inalagdo. A exposi¢do durante 13
semanas com uma dose cumulativa de 10,9 mg/kg produziu um aumento da celularidade do
pulm&o, mas outros marcadores de toxicidade ndo diferiram dos animais expostos de forma
simulada, levando a conclusdo de que ZnO PN tem baixa toxicidade sub-crénica por inalacdo
(ADAMCAKOVA-DODD, 2014). Apesar de nanoparticulas de ZnO serem utilizadas em
muitos produtos comerciais e 0 potencial para exposi¢cdo humana estd aumentando, alguns
estudos in vivo tém abordado os possiveis efeitos toxicos apds a inalacao.

Um estudo de inalacdo, realizado por Morimoto, et al, 2011, utilizando uma alta
concentracdo de nanotubos de carbono com mudltiplas paredes e nanotubos de carbono de
parede simples, induziram inflamag@o ou formacéo granulomatosa no pulméo, e a instilacéo
intratraqueal induziu inflamacao persistente no pulméo.

Entre as propriedades fisico-quimicas dos nanotubos de carbono, 0 aumento da area de
superficie de contato esta associado com a atividade inflamatdria, devido ao aumento na taxa
de neutrdfilos medidos no fluido de lavagem broncoalveolar. Impurezas de metais tais como o
ferro e niquel aumentaram a toxicidade pulmonar de nanotubos de carbono. Os nanotubos de
carbono com multiplas paredes, amorfos, induziram granulomas multifocais no pulméo
enquanto que os mais puros ndo. O estado de agregacdo tambem afeta resposta pulmonar, a
exposicdo de nanotubos de carbono bem dispersas conduziu ao espessamento da parede
alveolar e poucas les6es granulomatosas no pulmdo, enguanto nanotubos de carbono

aglomerados produzidos inflamagdo granulomatosa.
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Os valores da concentracao de exposicéo aceitavel em alguns paises foram baseados em
dados de inalacdo subaguda e subcronica de estudos de instilacdo endotraqueal de fulereno e
nanotubos de carbono que sdo bem caracterizados. No Japdo, a concentracdo aceitavel de
exposicao ao fulereno é de 0,39 mg/m®. Na Europa, a concentragio proposta ¢ 44.4ug/m°> para
a toxicidade aguda e 0.27pg/m® para a toxicidade cronica. As concentragBes proposta de
exposicao aceitaveis de nanotubos de carbono s&o 0,03, 0,05, e 0.007mg/m?® no Jap&o, Europa
e Estados Unidos, respectivamente (MORIMOTO, 2011).

As nanoparticulas tém a capacidade de ultrapassar barreiras bioldgicas devido ao seu
tamanho nanométrico. Os estudos existentes na literatura demonstram resultados semelhantes
que NPs de dxidos metélicos possuem de se depositarem ou transpor barreiras alveolares, e
causar grande ativacao do sistema imunoldgico, fibroses, ou outras respostas sistémicas ainda
desconhecidas, a partir de exposi¢fes agudas a essas nanoparticulas sendo possivel observar
efeitos cronicos, que preocupa quanto a exposicdes agudas ou cronicas. Os resultados desses e
outros estudos bioldgicos geram dados com achados bioquimicos servindo como ferramenta
de avaliacdo e diagndstico frente a uma exposi¢do aguda.

Os estudos de nanotoxicidade relacionados com a inalagdo apontam para adocdo de
fatores limitantes na elaboracéo, producdo e até o descarte correto de nanoparticulas, evitando
principalmente, a emissdo desse tipo de material na atmosfera. No entanto, sempre ha desafios
e dificuldades quanto a execucdo de pardmetros, ainda mais quando se trata de particulas

dificeis de avaliar e quantificar quando expostas ao ar.

4.3.2. Toxicidade digestiva ap0s ingestdo

A ingestdo involuntéaria de nanoparticulas pode ocorrer principalmente pelo consumo
de &gua proveniente de aparelhos para purificacdo de 4gua que usam nanomateriais filtrantes
ou desinfetantes, de pesticidas com NPs, além de outros exemplos como a ingestdo de
alimentos que tiveram contato prolongado com utensilios que contenham prata. Apesar desta
possibilidade, estudos consideram que a ingestdo deve ser pequena em termos de massa (EPA,
2008)

A ingestdo prolongada de nanoprata foi comprovadamente relacionada com a
manifestacdo de argiria, que € uma rara doenca diagnosticada em casos de abuso de ingestéo
de sais de prata, causando o escurecimento irreversivel da pele (CHEN, 2008)
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Um Teste de Toxicidade Oral Aguda avaliou toxicidade de nanoparticulas de prata
incorporadas em matriz polimérica (carboximetilcelulose) na utilizacdo em embalagens
alimenticias. Na concentracdo e tamanho estudados, demonstrou degeneracdo celular no
figado de ratos machos, na menor concentragdo estudada (1pg/mL), sugerindo o uso dessas
nanoparticulas somente na funcdo de embalagem, sem ingestdo como embalagem comestivel
(SIQUEIRA,2013).

Maciel et al, 2010, investigou a acdo de nano (NP)- 66nm e microparticulas (MP)-
260nm de TiO, sobre a resposta inflamatdria no intestino delgado de camundongos. Houve
uma resposta pro-inflamatéria, predominantemente do tipo Thl, no intestino delgado dos
camundongos, especialmente no ileo. Esses dados representam uma evidéncia in vivo do
potencial inflamatério de particulas de TiO, sobre o trato gastrointestinal. O dioxido de titanio
(TiO,) é um corante encontrado na forma de particulas em diversos produtos industrializados,

ainda existem poucos estudos investigando seus efeitos sobre o trato gastrointestinal.

4.3.3. Toxicidade dérmica por nanocosméticos

O numero de publicacBes cientificas e patentes na area de nanocosmética vem
aumentando significativamente nesses ultimos anos, junto com a introducdo no mercado
farmacéutico e cosmético de produtos nanotecnoldgicos. (MARTINELLO, AZEVEDO,
2009). Cuidados com nanocosméticos merecem atencao devido a presenca crescente desses
produtos no mercado e um maior contato com o sistema bioldgico. Ainda sdo desconhecidos
possiveis efeitos toxicos, além de danos que sdo passiveis de ocorrer decorrente da
possibilidade de mau uso, capacidade de cruzar membranas da pele e causar danos, além da
producdo do lixo com nanocosméticos. Um descarte inadequado é outro fator potencial que
pode afetar os sistemas ecoldgicos.

A absorcdo da nanoparticulas pode penetrar no pulméo causando infeccdo. Podem trazer
riscos a saude, por estarem disseminadas no solo, na dgua e na atmosfera (MASSADA, 2009).
Os nanocosméticos vém se inserindo no mercado de diversas formas, entre elas,
fotoprotetores, maquiagem, creme antienvelhecimento e hidratante. O manuseio desses
produtos também oferece riscos.

Os possiveis riscos estdo na ingestdo de particulas. Quando menores que 300 nm

podem atingir o sistema linfatico e entrar na corrente sanguinea. Na aplicacdo dérmica,
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particulas podem permear a pele e atingir a corrente sanguinea se espalhando pelo corpo e
podendo atingir até o cérebro (SANTOS, 2009).

As nanoparticulas sdo aplicadas em protetores solares que refletem e dispersam radiacéo
ultravioleta de forma mais eficiente. Estudo com nanoparticulas de TiO2 e ZnO por exemplo,
sdo usadas atualmente para protecdo contra a exposic¢ao aos raios UV. Essa aplicacdo requer
cuidados quanto aos efeitos toxicos na utilizagdo desses tipos de nanoparticulas, uma vez que
em um estudo desenvolvido Zhang e colaboradores em 2011, essas nanoparticulas
apresentaram efeitos toxicos como, disfuncdo mitocondrial celular, alteracbes morfologicas e
apoptose, no intervalo de concentracdo entre 0,25-1,50 mg/mL com nanoparticulas de 20nm,
em células pulmonares fetais humanas.

Outra aplicacdo em nanoprodutos sdo 0s metais, na nanomedicina e em produtos de
consumo diario como roupas, alimentos, produtos de limpeza e em cosméticos. Os estudos de
toxicidade para a nanoparticula niquel (Ni NP) demonstram o efeito de Ni PN no sistema
pulmonar, embora permanecam escassos. O estudo avaliou o efeito tdxico em celulas
epiteliais A549 de pulmao humano, tratados com NPs Ni nas concentragdes de 0,1, 2, 5, 10 e
25 pg/ml para 24 e 48 h. Resultados mostraram reducdo da funcdo mitocondrial e também
induziu o estresse oxidativo, na dose e tempo-dependente. Além disso, a atividade da enzima
caspase-3, marcador de apoptose era significativamente mais elevada em células tratadas com
o tempo e Ni NPs dosagem. Os resultados apresentaram uma toxicidade significativa de Ni
PN em células epiteliais A549 de pulmdo humano, que é susceptivel de ser mediada por
estresse oxidativo. Este estudo justifica avaliacdo mais cuidadosa de Ni PN antes de suas
aplicacdes industriais (AHAMEDY, 2011). Essa nanoparticula é cada vez mais utilizada em
indUstrias modernas, tais como catalisadores, sensores e aplicacdes eletrdnicas como
refrigeradores. Devido a essas aplicacGes industriais a emissdo dessas NPs no ambiente é
passivel de ocorrer, tornando a inalacdo a principal fonte de exposicdo as Ni NPS. Quanto a
aplicacdo em cosméticos, o risco principal ocorre pelo contato com vias dérmicas. Um

levantamento de biomarcadores é importante para medidas de prevencao a saude.

4.3.4. Possiveis efeitos toxicos nos sistema sanguineo.

As nanoparticulas que entram no sistema circulatério estdo relacionadas a ocorréncia
da arteriosclerose, e coagulos sanguineos, arritmia, doencgas cardiacas e morte, em ultima

analise cardiaca. Translocagao para outros orgaos tais como o figado, baco, e até deposicéo no
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sistema nervoso, o que pode resultar em doencas relacionadas a esses 0rgaos. A exposicao a
algumas nanoparticulas esta associada a ocorréncia de doencas auto-imunes, tais como: 0
lUpus eritematoso sistémico, escleroderma, e artrite reumatoide (BUZEA, 2007).

Para simular o acesso de nanoparticulas respiraveis a corrente sanguinea, particulas
provenientes da queima de diesel foram administradas por via intravenosa em ratos por
Nemmar e colaboradores em 2008. Os pesquisadores observaram uma reacdo inflamatéria
sistémica caracterizada pelo aumento de mondcitos e granuldcitos e o decréscimo de globulos

vermelhos e da concentracdo de hemoglobina.

4.3.5. Genotoxicidade e citotoxicidade de nanoparticulas

Quando as nanoparticulas alcancam as células, podem ultrapassar a membrana celular
por diversos processos, como a endocitose, que consiste na invaginacdo da parede celular
sobre a particula até engloba-la totalmente (AUFFAN, 2006; YEHIA, 2007), ou por outro
processo proposto mais recentemente, que consiste na entrada destas particulas através de
organelas denominadas de caveolas, as quais sdo uma série de lipideos especializados na
funcdo de transportar particulas, sendo um dos mecanismos utilizados por virus, de dimensdes
nanométricas, para adentrarem nas células.

A forma e tamanho manométrico de uma nanoparticula permitem a sua entrada em
estruturas celulares. Tamanhos de 1 micron até 100 nm estdo dispostas na figura abaixo.
Contrastando com um macréfago de rato é possivel perceber a facilidade que uma
nanoparticula possui em transitar essas estruturas. Em macrofagos humanos essa comparagdo

¢ ainda mais preocupante, pois sdo maiores que macréfagos de ratos duas vezes mais.

Figura 7: Comparagdo de tamanho de macrofago de rato para tamanho nanoparticulas (em
escala). Macréfagos humanos sdo até duas vezes maiores do que os macréfagos de ratos.
Imagem TEM reproduzida com a permissdao da Environmental Health Perspectives (LI, 2003).
Fonte: BUZEA, C., Blandino, I. I. P., Robbie. K., Nanomaterials and nanoparticles:
Sources and toxicity. Biointerphases vol. 2, 2007.
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Um estudo recente, realizado por Zhang e colaboradores em 2011, investigou e
comparou os efeitos toxicos in vitro de quatro tipos de nanoparticulas de 6xido metélico
(Zn0O, TiO,, SiO, e Al203), em fibroblastos pulmonares fetais humanos (HFL1), expondo
nanoparticulas de tamanhos similares de aproximadamente 20 nm. Os efeitos toxicos das
células de HFL1 demonstram que os quatro tipos de nanoparticulas de Oxido de metal
conduzem a disfungdo mitocondrial celular, alteracbes morfoldgicas e apoptose, no intervalo
de concentracdo entre 0,25-1,50 mg / mL e os efeitos toxicos séo, significativamente, exibidos
com ZnO dependente da dose. E o nanomaterial mais toxico seguido por nanoparticulas de
TiO,, SiO2, Al20;. De acordo com os resultados, foi demonstrada uma o citotoxicidade
diferencial associada a exposicéo aos 6xidos, ZnO, TiO,, SiO,, e nanoparticulas de Al203, e
isto sugere uma atencdo extrema na utilizacao seguranca desses hanomateriais.

Nanoparticulas de CeO, também induziram inflamacdo e citotoxicidade através de
instilacdo intratraqueal, sendo capazes de se deslocarem para 0 sangue e chegar as células
(MA, 2011). Esse estudo demonstra que NPs de CeO, induzem inflamagéo pulmonar e lesao
nos pulmdes que pode conduzir a fibrose.

Caracteristicas de nanoparticulas de prata, tais como forma e tamanho sdo importantes,
ndo sO6 por aumentar a atividade antimicrobiana, mas também por reduzir o tecido e as
toxicidades de células eucaridticas. Os possiveis riscos para a salude humana representados
pelas nanoparticulas de prata € o aumento da penetracdo no ambiente, com posterior
disseminacéo da resisténcia microbiana, sdo cada vez mais preocupantes, dado o aumento de
produtos contendo prata no mercado. Portanto, mais estudos sdo necessarios para caracterizar
plenamente a toxicidade e os mecanismos envolvidos com a atividade antimicrobiana dessas
particulas. Finalmente, esta é uma importante area de pesquisa que merece toda a nossa
atencdo devido ao seu potencial de aplicacdo na luta contra microorganismos resistentes a
multiplas drogas (BERTE, 2013)

Em estudos realizados com células, expondo nanoparticulas de prata em macrofagos,
em trés concentracdes (30, 300 e 3000 ng.ml™), duas concentracdes de pesticidas
organoclorados (30 e 300 ng.ml™) e a associacdo destes dois poluentes nas seis combinages
possiveis por 24 h, demonstrou que a maior concentracdo de nanoparticulas de prata foi
altamente citotoxica e resultou em alteragdes morfoldgicas, aumento dos niveis de Oxido
nitrico (NO), e reducéo das espécies reativas oxigénio e do indice fagocitico. No entanto, a

associacao de maiores concentracdes de nanoparticulas com os pesticidas apresentou efeitos
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mais pronunciados ou diferentes dos observados apds exposicdo as nanoparticulas isoladas.
Esses efeitos da associacdo ficaram claros para os niveis de 6xido nitrico e atividade
fagocitica (maiores na associa¢do), bem como espécies reativas de oxigénio (menor na
associacdo). Assim, este trabalho demonstra que a associacdo dos dois xenobidticos conduz a
efeitos que ndo sdo observados ou previsiveis pela exposi¢do isolada (PESSOTTO, 2013).

A figura 8 demonstra a deposi¢do de nanotubos de carbono de adenocarcinoma humano

(A549). Os nanotubos de carbono estdo sendo largamente aplicados nas mais diversas areas.

Figura 8: Microfotografia de células de adenocarcinoma humano (A549) expostas a um
nanotubo de carbono de parede mdltipla, onde sdo visiveis duas células binucleadas (devido a
inibicdo da citocinese induzida experimentalmente) exibindo um microndcleo e alguns
aglomerados de NMs. O micronlcleo contém fragmentos de cromossomas ou Mmesmo
cromossomas inteiros e refletem a a¢éo nociva do agente em estudo sobre 0s cromossomas.

Fonte: LOURO, E., TAVARES, A.LEITE E., SILVA, M.J., Nanotecnologias e saude

publica. tecno hospital, Dossié, 2013.

Em um estudo realizado para investigar a citotoxicidade e genotoxicidade de
nanoparticulas revestidas com ions prata (Ag*) em linhagem de células alveolares humana,
Ab549. Foi detectados danos no DNA induzidos por ROS e um aumento de adutos de DNA
volumosos apés a exposicdo Ag NP. O nivel de adutos de DNA volumosos foi fortemente
correlacionado com os niveis de ROS e pode ser inibida por antioxidantes, sugerindo Ag NPS
como um mediador de Genotoxicidade induzida por ROS (FOLDBJERG, 2010).

Nanoparticulas superparamagnéticas de ¢xido de ferro (SPIONs) sdo de grande
interesse na nanomedicina, devido a sua capacidade para agir, simultaneamente, como um
agente de contraste em imagem por ressonancia magnética e como um sistema de entrega de
farmacos especificos, possuindo boa biocompatibilidade (OLIVEIRA, 2013). Resultados

realizados em estudos no ano de 2013 por Oliveira et al, fornecem evidéncias de que doses
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elevadas de nanoparticulas de 6xido de ferro, revestidas com dextran-aminado, podem
produzir neurotoxicidade transitdria, coincidente com niveis cerebrais elevados de ferro, bem

como alteragcBes comportamentais.

4.4. RISCOS NANOTECNOLOGICOS

H& uma classificacdo baseada em parametros de testes toxicoldgicos, a toxicidade das
nanoparticulas depende de varios fatores, como: tamanho, agregacdo, a composicdo, a
cristalinidade, a funcionalizacdo da superficie, etc. (BUZEA, 2007). Esses parametros foram
adotados para compor documentos de regulacgdo, elaborados por 6rgaos de defesa da satde.

Estima-se que até 2015 serdo movimentados mundialmente cerca de US$ 1 trilhdo, e
que todo o setor de semicondutores e metade do setor farmacéutico estara dependente destes
novos materiais. Desta forma, torna-se importante a obtencdo do maximo de dados com
caracteristicas de estabilidade, antes de se aplicar nos produtos, além de se descobrir
informagdes de toxicocinética que ainda sdo pouco elucidadas e de toxicodindmica para se
conhecer os efeitos.

Segundo Meireles da ANVISA, a meta é tentar fazer regulacdo com o que existe, pois
ndo ha lei tramitada em congresso nacional que permita a consolidacdo de medidas
regulatorias.

Métodos de caracterizagdo dos pesticidas sdo realizados nos EUA, antes de entrar no
mercado. A abordagem européia exige que a inddstria prepare avaliacdes de riscos e de
regulamentos para obter mais dados basicos para substancias quimicas, sendo uma abordagem
a ser considerada agora. A maior parte dos nanomateriais ndo é produzida em grandes
toneladas, sendo necessario aprender a lidar com a producdo dessas nanoparticulas. E
necessaria abordagem integrada, processo regulatério formal do governo para gerar mais
informacBes (WHITE, 2010). Ja estdo ocorrendo mudancas socioambientais com impactos,
portanto deve haver investimento em nanotoxicologia. Providenciar biomarcadores (humanos
e do meio ambiente) que ndo esta em paralelo com o desenvolvimento de produtos que até ja
estdo no mercado (SILBERGED, 2010). A falta de investimento em nanotoxicologia pode
repercutir negativamente futuramente. A falta de legislacdo também caminha lentamente. Ha
evidéncias de que lavar tecidos com nanoprata libera prata na 4gua e contamina o meio
ambiente, 0 que sugere a necessidade de legislar. Outra questdo € uma deficiéncia na

capacidade analitica, falta de estudos de simulagdo, aléem de que as NPs sdo dificeis de
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detectar no ambiente (MONSERRAT, 2010). N&o se pode controlar e avaliar sobre a
exposicdo de nanomateriais, ndo havendo informacdo de onde ha exposi¢do mais alta em
certos tipos populacdo a nanomateriais. Um foco provavel de avaliacdo é a populacdo mais
rica, que utiliza com mais frequéncia produtos com esses materiais, isso pode ser uma fonte
de especulacdo (WHITE, 2010).

Hé& urgéncia em gerar mais informacges toxicoldgicas de qualidade e com rapidez, pois
a aplicacdo desenfreada e sem muitas medidas regulatérias € preocupante. Ha marco
regulatério nos paises, mas a construcao inadequada faz com que nao se alcance a aplicacao,
como muitas leis existentes que existem no papel e ndo sdo aplicadas (SILBERGED, 2010).

Segundo a USEPA (U.S. Environmental Protection Agency), mais de 60.000 mortes por
ano sdo atribuidas a inalacdo de nanoparticulas atmosféricas, sendo reportado que a

contaminacdo através da respiracdo pode atingir outros 6rgdos como coracao e cérebro.
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Conclusdo



5. CONCLUSAO

Os estudos nanotoxicologicos ainda ndo sdo suficientes para dar suporte ao
crescimento em pesquisas inovadoras e a crescente aplicagdo no campo da nanotecnologia. O
desenvolvimento de pesquisas fornece dados in vivo e in vitro, no entanto respostas sistémicas
em organismos humanos séo dificeis de serem obtidas.

N&o h& quantidades consideraveis de dados de biomarcadores humanos, além da
dificuldade de quantificar essas particulas na natureza. Os resultados existentes demonstram
respostas sistémicas por contato, utilizando animais, ou em cultura de células, sendo possivel
observar respostas gerais, envolvendo todos os sistemas bioldgicos, desde toxicidade na pele
até citotoxicidade ou genotoxicidade. O que é mais preocupante é a dificuldade de compor
leis a partir de dados ja existentes.

E possivel prever impactos bioldgicos negativos futuramente, visto que é notdria a
aplicacdo desenfreada de nanotecnologia gerando lucros para a industria pela boa aceitacdo e
vantagens desses produtos, em contrapartida, nota-se um desinteresse governamental pela

area de pesquisas nanotoxicoldgicas, que nao gera lucros.
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