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RESUMO

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) o numero de pessoas
obesas mais que dobrou desde os anos de 1980. No contexto da obesidade, muitas
alteracdes relacionadas a modificacdes fisiopatologicas podem afetar a distribuicdo e
eliminacdo de medicamentos para os tecidos. As modificacdes corporais incluem
desde uma alta porcentagem de gordura a uma baixa porcentagem de tecido magro
e dgua. Nao obstante, o fluxo sanguineo por grama de gordura € menor do que em
nao obesos. Alteracdes hepaticas estdo associadas, com marcada alteracdo do
sistema reticuloendotelial (SRE) nesses individuos. Além disso, estudos tem
demonstrado que individuos obesos mostram uma alta taxa de filtracdo glomerular e
consequentemente, um volume de distribuicdo diferenciado, com sérias implicacfes
em parametros de dose de ataque. No que se diz respeito a terapia farmacoldgica, a
mesma sé se torna promissora quando o farmaco € capaz de alcancar o 6rgao-alvo
em concentracdo suficiente para exercer efeito terapéutico. Para obtencdo de um
tratamento bem-sucedido o farmaco deve ser capaz de transpor as barreiras
fisiolégicas. Nos ultimos anos as nanoparticulas (NPs) e outros nanomateriais
entraram essencialmente em diversas areas do nosso dia a dia. As nanoparticulas
possuem caracteristicas especificas (lipofilicidade, carga superficial, composicédo e
tamanho). Estudos sobre o comportamento biolégico de nanoparticulas em doencas
como diabetes e obesidade sdo escassos. Aqui, nds avaliamos duas nanoparticulas:
nanoparticulas de silica mesoporosa de nucleo magnético (NSM) (58 nm) e
policaprolactona (PCL) (280 nm) em ratos obesos. Mudancas na biodistribuicdo
foram observadas, especialmente considerando o sistema fagocitario mononuclear
(SFM) e tecido adiposo visceral. No entanto, nossos dados corroboram a influéncia
do tamanho na biodistribuicdo em animais obesos, suportando que nanoparticulas
menores, pode apresentar maior deposicdo tecidual no baco, devido a
esplenomegalia associada e as complicacbes decorrentes desse estado.
Finalmente, nosso estudo demonstrou que, na obesidade, provavelmente devido ao
estado inflamatério de baixo grau associado a sindrome metabdlica foi encontrada
uma diferenca no acumulo de nanoparticulas, com profundo impacto na deposicao

tecidual de nanoparticulas.

Palavras-chave: Obesidade; Nano-particula; Deposicdo tecidual; Alteracéo
metabdlica; Biodistribuicéo.



ABSTRACT

According to the World Health Organization (WHO) the number of obese people
more than doubled since the 1980s. In the context of obesity, many changes related
to pathophysiological changes can affect the distribution and elimination of drugs for
the tissues. Body modifications range from a high percentage of fat to a low
percentage of lean tissue and water. Nevertheless, the blood flow per gram of fat is
lower than in non-obese. Hepatic changes are associated, with marked alteration of
the reticuloendothelial system (RES) in these individuals. In addition, studies have
shown that obese individuals show a high glomerular filtration rate and consequently,
a differentiated volume of distribution, with serious implications in loading-dose
parameter. As far as pharmacological therapy is concerned, it only becomes
promising when the drug is able to reach the target organ in sufficient concentration
to exert a therapeutic effect. In order to obtain a successful treatment the nanodrug
must be able to overcome the physiological barriers. Nanoparticles have specific
features (lipophilicity, surface charge, composition and size). Studies regarding the
biological behavior of nanoparticles in diseases such diabetics and obesity are
scarce. Here, we evaluated two nanoparticles: magnetic core mesoporous silica
(MSN) (58 nm) and polycaprolactone (PCL) nanoparticle (280 nm) in obese mice.
Changes in the biodistribution were observed, especially considering the
mononuclear phagocyte system (MPS), and the visceral fat tissue. Nonetheless, our
data corroborates the influence of size in the biodistribution in obese animals,
supporting that smaller nanoparticles, may show a higher tissue deposition at spleen,
due the associated splenomegaly and the complications arising from this state.
Finally, our study demonstrated that, in obesity, probably due the low-grade
inflammatory state associated with metabolic syndrome a difference in accumulation
of nanoparticles wasfound, with profound impact in the tissue deposition of

nanoparticles.

Keywords: Obesity; Nanoparticle; Tissue deposition; Metabolic alteration;
Biodistribution.
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1 INTRODUCAO

Sobrepeso e obesidade podem ser definidos como uma acumulacdo de
anormal ou excessiva gordura no corpo, que é prejudicial & saude. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) o numero de pessoas obesas mais que
dobrou desde os anos de 1980 e é considerado desde 1975 como uma doenca
crbnica. Além disso, obesidade tem um forte link com muitas co-morbidades,
especialmente Diabete Melittus Tipo 2. (MARTIN, et al. 2015; ZABARSKY et al.,
2018; FUJITA et al., 2019; ANDELA et al., 2019; MISRA; JAYAWARDENA; ANOOP,
2019; ORTEGA-LOUBON et al., 2019). Atualmente, ha no mundo mais de 650
mihoes de portadores dessa doenca, e um numero estimado de 1.9 bilhdo de
possiveis candidatos (1/4 da populacéo global) (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2017).

No contexto da obesidade, muitas alteracfes relacionadas a modificacdes
fisiopatoldgicas podem afetar a distribuicdo e eliminacdo de medicamentos para os
tecidos. As modificagdes corporais incluem: i) alta porcentagem de gordura, ii) baixa
porcentagem de tecido magro, iii) baixa proporcdo de &gua, iv) fluxo sanguineo
diferenciado, v) alteracbes hepaticas, vi) alteracdes esplénicas e, muito
acentuadamente, vii) alteracdes cardiovasculares. (HU et al., 2019; FUENTES et al.,
2019; MARINAC; BIRMANN, 2019; GUILHERME et al., 2019; BDJ, 2019; JALO et
al., 2019).

No que se diz respeito a terapia farmacologica, a mesma sO se torna
promissora quando o farmaco é capaz de alcancar o 6rgao-alvo em concentracdo
suficiente para exercer efeito terapéutico. Para obtencdo de um tratamento bem-
sucedido o farmaco deve ser capaz de transpor as barreiras fisiolégicas. A absorcéo
dos farmacos pode se dar através de diferentes mecanismos desenvolvidos com a
finalidade de explorar ou romper essas barreiras. Uma vez absorvido o mesmo sera
distribuido no organismo e para tanto se utiliza dos vasos sanguineos e linfaticos.
Outros fatores também s&@o capazes de limitar ou diminuir a acdo dos farmacos,
como o metabolismo, assim como a natureza dindmica desses fatores e a excrecao
(DI COSTANZO et al., 2019; ARSON, 2019; KUIPERS et al., 2019; PACCOSI et al.,
2019; SUl et al., 2019).

De acordo com dados do FDA (Food and Drug Administration) ha mais de 400

formulagbes baseadas em nanoparticulas disponiveis no mercado, totalizando
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aproximadamente 8000 produtos baseados em nanoparticulas nos ultimos anos
(FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2019).

Desta forma, com o objetivo de permitir um melhor entendimento sobre
condic@es clinicas especificas (obesidade, imunodeficiéncia adquirida, entre ouras) e
sua respectiva influéncia no comportamento de nanoparticulas estudos exploratorio

devem ser desenvolvidos, em modelos especificos e representativos.
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2 Revisao da Literatura

2.1  Obesidade
A obesidade esta entre os maiores problemas de saude publica no mundo. De

acordo com estimativas globais da OMS, aproximadamente 1,6 bilhdo de pessoas
acima de 15 anos de idade apresentam excesso de peso (Indice de Massa Corporal
— IMC>25 kg/m?) (CABALLERO, 2019). Além das cifras alarmantes, o excesso de
peso configura como fator de risco para varias outras doencgas que comprometem a
qualidade de vida e a sobrevida dos individuos (MONTAN et al., 2015).

A obesidade pode ser definida como o acumulo de tecido gorduroso localizado
ou generalizado, provocado por desiquilibrio nutricional associado ou ndo a
distlrbios genéticos ou enddcrinos-metabodlicos (APOVIAN, 2016). A definicdo de
obesidade mais utilizada é baseada no indice de Massa Corporal (IMC) (Equacéo 1),
contudo, ha limitagdes quando do uso do IMC, dentre eles: ele ndo considera o
conteido corporal de gordura ou de massa magra., além de ndo valorizar a
associacao da distribuicdo da gordura corporal (EHRAMPOUSH et al., 2017).

Equacdo 1: Calculo do indice de Massa Corporal

Peso(kg)

IMC = ———
Altura >m?

O principal determinante para o0 desenvolvimento da obesidade é o
desiquilibrio energético, ocasionado por uma ingestdo excessiva de calorias quando
comparada ao gasto energético durante um periodo determinado de tempo, gerando
um balanco positivo (HALL; GUO, 2017).

A obesidade esta relacionada a um deliquilibrio na ingestdo e armazenamento
de nutrientes. Existem diferencas importantes entre os estoques de carboidratos,
proteina e gordura no organismo. O corpo humano € capaz de armazenar até 300
vezes mais calorias sob a forma de gordura do que de carboidrato, sendo esses
utilizados mais rapidamente, enquanto gorduras garantem o fornecimento a longo
prazo (MANCINI et al., 2015).

As proteinas constituem normalmente cerca de 15% do total de calorias da

dieta (THOMAS et al., 2018). A ingestdo diaria de proteinas equivale a pouco mais
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de 1% do total proteico armazenado. Os estoques de proteinas aumentam em
resposta a determinados estimulos (horménios de crescimento, androgénicos e
atividade fisica) e ndo somente em resposta a um aumento da ingestao dietética.
Esse balanco proteico é rigidamente controlado e ndo esta envolvido no
desenvolvimento da obesidade, porém indiretamente pode afetar o balanco de
gordura (AN; BURD, 2015).

Os carboidratos séo as principais fontes de calorias provenientes da dieta,
embora estoques de glicogénio sejam limitados (2000kcal a 4000kcal) . A ingestédo
diaria de carboidratos corresponde a 50% a 100% do estoque, comparado a 1% das
proteinas e gorduras (ANJANA et al., 2019). Assim, os estoques de glicogénio séo
rigidamente controlados, o aumento na ingestdo de carboidratos leva ao
armazenamento de glicogénio, assim como eleva a oxidac&o da glicose e supressao
da oxidacdo de gordura. O excesso de carboidratos que ndo € convertido em
glicogénio é oxidado, mantendo o equilibrio; um aumento na ingestdo de
carboidratos ndo causa diretamente o aumento do ganho de peso, pois seus
estoques séo limitados (TEIXEIRA et al., 2017).

De maneira diferente, os estoques de gordura do organismo s&o enormes e
ndo possuem influéncia na oxidacdo de &cidos graxos. Assim como as proteinas, a
ingestdo diaria de gordura na dieta correspondea menos de 1% dos estoques,
porém 0 organismo armazena seis vezes mais calorias sob a forma de gordura
(SADEGHI et al., 2017). Um balanco negativo de 200 kcal em 24 horas representa
200 kcal saindo dos estoques de gordura, assim como um excesso da mesma
guantidade, resulta em um armazenamento da quantidade excedente no tecido
adiposo. Em condicdes fisiolégicas, a gordura é o Unico nutriente capaz de se

manter em um desiquilibrio crénico entre ingestédo e oxidacéo (KIM, 2017).

2.2  Alteragdes fisiolégicas causadas pela obesidade

2.2.1 Cardiovascular

Individuos com sobrepeso ou obesos tém maior risco de desenvolver
disfuncéo diastélica do ventriculo esquerdo e do ventriculo direito e ainda (ALONSO-
GOMEZ et al., 2019), insuficiéncia cardiaca devido & miocardiopatia da obesidade
no curso da doenca (BHATHEJA et al.,, 2016). N&do obstante, a obesidade ativa o
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) (DOLGACHEVA et al.,, 2016), o
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que acarreta em aumento do volume plasmatico, débito cardiaco e hipertenséo, que
acarreta em sindrome metabdlica cardiorenal pelo aumento da resisténcia vascular
periférica. O volume plasmatico expandido e a hiperinsulinemia levam ao aumento
da filtracéo renal, o que afeta 0 manejo do sédio renal e promove a disfuncao renal,
caracterizada precocemente pela albuminaria (MARTIN-DEL-CAMPO et al., 2019).

O aumento da resisténcia vascular prejudica o fluxo sangilineo para o tecido
muscular esquelético, o que leva a uma maior resisténcia a insulina e
hiperinsulinemia, criando um ciclo vicioso que promove maior expansao de volume e
hiperfiltracdo renal. Na hipertensdo relacionada a obesidade, o volume sanguineo
intravascular expandido e a resisténcia vascular periférica aumentada, ao longo do
tempo, levam a hipertrofia ventricular esquerda concéntrica e excéntrica e ao
relaxamento diastélico cardiaco prejudicado (CABANDUGAMA; GARDNER;
SOWERS, 2016).

A obesidade também aumenta a expressao proteica do principal alvo celular
do angiotensina Il, o receptor AT-1, que é regulado para cima apenas na dieta com
guantidades elevadas de gordura. A ativacdo do receptor AT-1 esta envolvida na
inflamacdo e aterogénese na sindrome metabdlica. A aterosclerose € a principal
causa de doenca coronariana, acidente vascular cerebral, nefropatia isquémica e
doenca vascular periférica e, como tal, representa a principal causa de morbidade e
mortalidade nas sociedades industrializadas (GIBSON et al., 2016).

A sindrome metabdlica é a principal causa de diabetes e aterosclerose,
definida como uma agregacdo de varias condi¢cdes pro-aterogénicas, incluindo
resisténcia a insulina, hiperinsulinemia e alguma combinacdo de dislipidemia,
obesidade, disfuncédo endotelial, hipercoagulabilidade e hipertensdo. Além disso, a
inflamacédo esta frequentemente presente e desempenha um papel importante na
aterogénese e a doenca cardiovascular na sindrome metabdlica (VAZIRI et al.,
2005).

Por fim, um efeito causado pela obesidade é o aumento do desenvolvimento
de doenca vascular periférica (MUFTI ALSADIQI et al., 2019), que leva a uma
diminuicdo da perfusdo para membros e tecidos periféricos, causando edema e
levando a uma diminuicdo da funcédo e perda progressiva da viabilidade tecidual
(BAJAJ et al., 2018).
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CORACAO DE UMA PESSOA SAUDAVEL  CORACAO DE UMA PESSOA OBESA

Figura 1: Acumulo de gordura no coracgéao.

Fonte: https://www.cirurgiacardiaca.com.br.

2.2.2 Alteracdes hepaticas

Uma das principais alteracdes ocasionadas pela obesidade no figado sédo a
doenca hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) (POLYZOS et al., 2017),
esteato-hepatite ndo alcoodlica (EHNA) (FARZANEGI et al., 2019), cirrose (SCHIAVO
et al., 2018), carcinoma hepatocelular (CHC) (YANG et al., 2019), colangiocarcinoma
(CCA) (MENON; MATHEW, 2019), hepatite B e C (PIMPIN et al., 2018), colecistite
(ANDERCOU et al., 2017), colestase (PATAIA et al., 2018).

De modo geral, a mais regularmente associada a obesidade € a DHGNA é
uma condicao altamente prevalente que afeta 15% a 45% das pessoas diabéticas
(XU et al., 2017b). Ela é geralmente representada pelo aumento das concentracfes
lipidicas no figado e soro /plasma, incluindo ésteres de colesterol, triacilglicerdis,
diacilglicerois (WU et al., 2016) .A DHGNA é frequentemente associada a resisténcia
a insulina (SHIPOVSKAYA et al., 2018).
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Excesso de
gordura

Normal

Figura 2: Acumulo de gordura no figado.

Fonte: https://www.tuasaude.com.

2.2.3 Alteracdes no trato gastrointestinal

O trato gastrointestinal (TGI), composto principalmente de boca, eso6fago,
estbmago e intestino delgado e grosso, desempenha um papel fundamental no
metabolismo (LAURA L,AZZOUZ, 2018).

Seu principal papel é a digestédo dos alimentos e a absor¢édo subsequente dos
nutrientes necessarios. O transporte de nutrientes é realizado por difusdo via
intestino delgado para o leito esplénico, onde esses nutrientes atingem a corrente
sanguinea (LAURA L,AZZOUZ, 2018) .

A obesidade tem demonstrado estar associada a alteracdes na motilidade
gastrointestinal (INOUE et al., 2019). A alteracdo da motilidade géastrica pode ter um
grande impacto no apetite e na saciedade (MUSHREF; SRINIVASAN, 2013). O TGl
regula a taxa de digestdo e o apetite para induzir ou inibir a fome (CAMILLERI,
2015).

2.2.4 AlteracOes Renais

Obesidade e sobrepeso séo fatores de risco para o desenvolvimento de perda
da funcdo renal (KWAKERNAAK et al., 2013 ; LAl et al., 2017) , como hipertenséo
(SERAVALLE; GRASSI, 2017) e diabetes (POLSKY; ELLIS, 2015).
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Uma das maneiras que a obesidade pode afetar os rins é pela glomerulopatia
relacionada a obesidade (PRAGA; MORALES, 2017). Sendo caracterizada pela
glomerulomegalia, e por vezes acompanhada por lesées da glomerulosclerose,
obeservadas nos glomérulos hipertrofiados devido a presenca de depdsitos lipidicos
nas células mesangiais e tubulares (CHOUNG et al., 2019).

Outro mecanismo patogénico que acontece no 6rgdo durante a obesidade é a
hiperfiltracdo glomerular (OGNA et al., 2016), e subsequente glomeruloesclerose
com declinio progressivo da funcéo renal (HELAL et al.,, 2012) A obesidade esta
associada a reducdo das resisténcias vasculares pré-glomerulares (RAO et al.,
2015) e aumento do fluxo glomerular (MONU et al., 2018), essas alteracoes
hemodindmicas resultam em hipertensdo glomerular (D’AGATI et al., 2016),
glomerulomegalia e alongamento microvascular (CHOUNG et al., 2019), levando
eventualmente a perda de poddcitos e ao surgimento de lesdes renais (SUN et al.,
2015).

Além disso, a obesidade também esta relacionada a atividade aumentada do
sistema nervoso simpatico (THORP; SCHLAICH, 2015), e niveis elevados de leptina
(ENGIN, 2017a). O aumento da atividade do sistema nervoso simpatico inclui um
transbordamento renal aumentado de norepinefrina, indicando aumento da atividade
simpatica intrarrenal (PIRZGALSKA et al., 2017).

2.2.5 Alteracdes Esplénicas

O baco € um o6rgao envolvido na producdo e manutencdo de glébulos
vermelhos, a producéo de certos glébulos brancos circulantes e faz parte do sistema
linfatico e do sistema imunoldgico (GASISOVA et al.,, 2017). Devido a sua ampla
variedade de funcbes, o baco pode estar aumentado por muitas condi¢cdes que
envolvem o sistema sanguineo ou linfatico, por infeccdes (RAMASAMY et al., 2017),
cirrose (LI et al., 2017) e obesidade (L. et al., 2018).

Disturbios metabolicos, diabetes mellitus tipo 2 geram condicdes
inflamatorias, pois estdo associados a producdo de marcadores inflamatorios, como
Interleucina-6 IL-6 que podem levar a alteracdes no baco ( MOREIRA et al., 2018).

A inflamacgéo induzida pela dieta rica em acucar modula a funcéo esplénica,

causando aumento da externalizacdo da fosfatidilserina nos eritrécitos, promovendo
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a interacdo com macrofagos eritrofagocitose e induzindo a hematopoiese
extramedular de células semelhantes a mondcitos secundarias a inflamacao. Estas
alteracdes na funcédo esplénica e morfologia foram implicadas na patogénese do
diabetes e doenca cardiovascular relacionada a obesidade e doenca renal (L. et al.,
2018).

A esplenomegalia é resultado do bloqueio do fluxo sangliineo através da
vasculatura esplénica e do acumulo de sangue na polpa vermelha. Isso acarreta em
veias e seios dilatados, fibrose da pola vermelha, assim como macrofagos
carregados de hemossiderina (MCKENZIE et al., 2018).

Figura 3: Tomografia de abdome com esplenomegalia.

Fonte: http://www.medicinanet.com.br.

2.2.6 Alteracbes pancreaticas

A manutencao da massa e fungao das células B pancreaticas é essencial para
a producgéo normal de insulina e para a homeostase da glicose (LI et al., 2017). Na
obesidade, as células [ apresentam expansdo excessiva para compensar O
aumento da demanda de insulina e para manter a glicemia (SHETTY et al., 2018).

A obesidade é uma causa conhecida de acumulacdo de gordura ectopica em
orgéos incluindo o péncreas (ENGIN, 2017). A expansdo do tecido adiposo é

acompanhada por um perfil leucocitario alterado e subsequente indugdo do meio
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local de citocinas pro-inflamatérias (BIJINEN et al., 2018), ocasionando na
inflamacdo do pancreas, alteracdo conhecido como pancreatite (KHATUA et al.,
2017) , que tem sido associada a sindrome metabdlica e diabetes mellitus tipo 2
(SAKAI et al., 2018).

Figura 4: Acumulo de gordura no pancreas.

Fonte: https://juohco.com.

2.3  Nanotecnologia

Nos ultimos anos as nanoparticulas (NPs) e outros nanomateriais entraram
essencialmente em diversas areas do nosso dia a dia (WOLFRAM et al., 2015). Em
aplicacBes industriais 0s nanomateriais se tornaram componentes indispensaveis de
catalisadores, sensores ou dispositivos fotovoltaicos (WANG; GU, 2015). No campo
biomédico a nanomedicina tornou-se um dos principais ramos da investigagédo
nanotecnoldgica, revolucionando o campo da medicina (STARK et al., 2015). NPs
encontraram ampla utilizacdo como nanovacinas (TERAN-NAVARRO et al., 2019),
nanofarmacos e ferramentas de diagnostico por imagem (NASSIRI KOOPAEI;
ABDOLLAHI, 2016). Formulagbes de administracdo de medicamentos baseadas em
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nanoparticulas surgiram como veiculos adequados para superar as limitacdes
farmacocinéticas associadas as formulagBes convencionais de medicamentos
(ELVIN BLANCO, 2015).

Nanoparticulas Nanoparticulas sdo definidas como estruturas esféricas com a
capacidade de veicular agentes terapéuticos, que se encontre no intervalo
nanomeétrico de 10 a 1000 nm (1 um) (HANDA et al., 2017). Nesta definicdo estédo
enquadrados os osdendrimeros, lipossomas, nanotubos, nanoemulsdes, quantum
dots (QDs), ouro coloidal, nanomicelas poliméricas e silica mesoporosa magnetica
(Figura 5) (POHLAND et al., 2017; AZIZ et al., 2017).

/

Nanoesfera

Nanoparticulas poliméricas

Nanocapsula

Micelas poliméricas

Dendrimeros

~

Nanoparticulas lipidicas s6lidas

\ 9 Lipossomas

Nanoparticulas de ouro

Quantum dots

Nanoparticulas magnéticas

Figura 5: Tipos de nanoparticulas.

Fonte: Adaptacdo CONNIOT et al., 2014

A conjugacdo de sistemas nanoestruturados a agentes diagnosticos e
terapéuticos (nanofarmacos), permite o controle do tamanho da particula,
bem como da sua constituicdo quimica e caracteristicas fisicas e bioldgicas, de
modo a conseguir um transporte eficiente e uma distribuicdo mais seletiva (alvo-
especifica) do farmaco, superando as limitagbes encontradas nos tratamentos
convencionais.

Portanto, nas preparacdes de nanocarreadores devem ser
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considerados: o didmetro médio, propriedades intrinsecas do farmaco,
carga/caracteristicas da superficie do nanocarreador, biocompatibilidade,
biodistribuicéo, toxicidade e possivel inducéo de reac¢des imunologicas (ALAM et al.,
2016; SOUZA ALBERNAZ et al., 2014; NIE, 2010; SA et al., 2012; ZDROJEWICZ et
al., 2015).

A Dbiodistribuicdo e o direcionamento de nanoparticulas dependem da
anatomia e fisiologia do organismo, pois elas precisam superar a membrana celular
para invadir as células (ZHAO et al., 2015), e o fazem utilizando-se da segmentacao
passiva ou ativa. A segmentacao passiva consiste no transporte de nanocarreadores
por meio de fenestracdes capilares com vazamento no intersticio. Na segmentacao
ativa, os ligantes de direcionamento estdo ligados a superficie do nanocarreador;
paraligacdo a receptores apropriados expressos no local alvo (DRUDE et al., 2017).

NPs sdo tipicamente encapsulados em vesiculas e seletivamente
transportados para dentro e para fora das células via endocitose e exocitose (Figura
6), respectivamente. Diferentes tipos de mecanismos de endocitose sdo conhecidos,
variando com o tamanho da vesicula de transporte, propriedades de carga e a
magquinaria de internalizacdo envolvida (PARK; OH, 2014). Na maioria das células,
a internalizagdo ocorre por pinocitose. Neste processo, uma invaginagdo se forma
na membrana celular que é finalmente comprimida de modo a gerar uma vesicula no
citoplasma que contém os materiais internalizados. As vesiculas de brotamento
interno contém proteinas receptoras que reconhecem grupos quimicos especificos
nas moléculas a serem internalizadas (CHEN et al., 2013). Assim, se as proteinas
adsorvidas na nanoparticula ativarem os receptores da superficie celular, elas irdo
ativar o mecanismo de absorcdo, porem se essa interacdo entre proteinas
adsorvidas e receptores de superficie celular ocorrerem de forma fraca, essa
absorcao sera reduzida (FLEISCHER; PAYNE, 2014; LARA et al., 2017).
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Figura 6: Absorcdo de Nanoparticulas.

Fonte: (SHANG; NIENHAUS; NIENHAUS, 2014).

Mudancas estruturais na fisiopatologia vascular podem fornecer
oportunidades para o uso de sistemas de transporte particulado de longa circulacdo
(SU; HU, 2018). A capacidade do endotélio vascular em apresentar fenestracdes
abertas como no endotélio sinusal do figado, ou ainda quando o endotélio é
perturbado pelo processo inflamatério (LOCKWOOD et al., 2018), tornam possiveis
com que particulas (na faixa de tamanho de 20 a 200 nm), possam extravasar e se
acumularem dentro do espaco intersticial. Este fenbmeno passivo é chamado de
"Efeito de Permeabilidade e Retencdo Aprimorada (EPRA)" (WONG et al., 2011 ;
NATFJI et al., 2017).

O efeito EPRA sera 6timo se 0s nanotransportadores puderem escapar da
vigilancia imunolégica e circular por um longo periodo (NATFJI et al.,, 2017).
Concentracdes locais muito altas de nanocarregadores carregados de farmacos
podem ser alcancadas, por exemplo, 10 a 50 vezes mais altas dentro de 1 a 2 dias
(ETRYCH et al, 2018). Para este fim, pelo menos trés propriedades dos
nanocarreadores sao particularmente importantes. O tamanho ideal do
nanocarreador deve estar entre 10 e 100 nm (BANIK et al., 2016).

Atingindo o local alvo, as nanoparticulas passam por uma biodistribui¢éo,
atravessando barreiras epiteliais e dispersando-se por meio do leito vascular. A
biodistribuicdo de NPs é influenciada por uma miriade de fatores, incluindo a via de
administracdo (BERNSEN et al., 2017; ZHONG et al., 2016), propriedades das
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nanoparticulas (tamanho, curvatura, hidrofobicidade e carga superficial) (ARAMI et
al.,, 2015), que afetam o processo de adsor¢cdo, aumentando seu diametro
hidrodinamico (DH) (ALMEIDA et al., 2011) e o ambiente fisioldgico aos quais as NP
sao introduzidas (XIAO; GAO, 2018). Elas sdo expostas a um rico ambiente de
proteinas, células e tecidos ao entrar na corrente sanguinea, onde o tamanho das
NPs e a morfologiado endotélio dos vasos sanguineos afetam o transporte das
mesmas para os tecidos circundantes (TALAMINI et al., 2017). Considerando que o
endotélio dos capilares pulmonares e musculares € geralmente caracterizado por
uma morfologia continua que permite que apenas pequenas moléculas (<3 nm de
tamanho) sejam transportadas através da parede capilar (EILS et al., 2018), 0s rins
tém vasos sanguineos com endotélio fenestrado (ONO; EGAWA; KABASHIMA,
2017) e o figado e o baco possuem vasos com endotélio descontinuo; (YU et al.,
2012). Ambos endotélios fenestrados e descontinuos estdo associados a maiores
espacos de poros. Estes espacos tornam mais provavel que nanoparticulas com DH
inferior a 60 nm entrem nos tecidos fornecidos por tais vasos sanguineos
(ADISESHAIAH et al., 2010; CHOI et al., 2010; MARTIN et al., 2012)

Além disso, as proteinas especificas que adsorvem a NP podem determinar
os tipos de células que captam a mesma. Importante para o destino, a adsor¢céo de
proteinas especificas denominadas opsoninas (por exemplo, as proteinas
imunoglobulina G (IgG) do complemento e laminina) ajudam as células
imunologicas, como os macrofagos, a reconhecer e rapidamente absorver as
nanoparticulas (HENRY et al., 2016). Se anticorpos ou proteinas do sistema
complemento forem adsorvidos em nanoparticulas, uma resposta imune em cascata
pode ser iniciada, desencadeando a fagocitose por macréfagos e atraindo um
namero maior doa mesmos. Em resposta a captacdo de nanoparticulas, 0s
macrofagos ativados também podem secretar moléculas sinalizadoras de citocinas,
possivelmente estimulando uma resposta imune sistémica (CHRASTINA et al., 2011,
GAO; HE, 2014; .SALVO et al., 2017)

Os mondcitos fagociticos e macréfagos, encontrados ao redor do corpo e em
grande parte no figado, baco, nddulos linfaticos e medula éssea, formam
coletivamente o sistema reticulo-endotelial (SRE), também conhecido como sistema
de células mondécito-macréfago (GINHOUX et al., 2014; HOEKSEMA; DE WINTHER,

2016). Como resultado do reconhecimento e da fagocitose por ambos os
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macréfagos no sangue e nesses 6rgaos do SRE, as nanoparticulas sdo comumente
sequestradas (POLO et al., 2017).

O figado é um componente importante do SRE, ele contém tanto células nao-
SRE como macrofagos hepaticos residentes denominados células de Kupffer
(TACKE, 2017). As particulas sequestradas pelas células hepéticas ndo SRE podem
ser eliminadas através da bilis (BULTE et al., 2014), mas as particulas fagocitadas
pelas células de Kupffer geralmente permanecem dentro das células (CAMPBELL et
al., 2018).

No baco, os macrofagos revestem as trabéculas da polpa vermelha e os seios
venosos, onde podem fagocitar e sequestrar nanoparticulas (LONGMIRE et al.,
2012; BETKER et al., 2018). Além disso, as fendas de células endoteliais do baco,
gue tém aproximadamente 200 nm de largura, servem para filtrar células vermelhas
do sangue envelhecidas ou danificadas e outras particulas do sangue. Dado este
tamanho das fendas de células endoteliais, nanoparticulas maiores que 200 nm s&o
mais propensas a se acumularem no baco (SHAO et al., 2017)

As nanoparticulas podem ainda ser eliminadas do corpo pelos rins. Como
revisado recentemente, as particulas com DH menor que aproximadamente 8 nm
podem ser filtradas pela membrana capilar glomerular dos rins nos tabulos renais e,
assim, eliminadas pela urina (XU et al., 2017a). Esse tamanho de corte também
depende do tipo de nanoparticula e sua carga associada, pois particulas carregadas
negativamente podem ndo passar pelos poros da membrana capilar glomerular, que

é também carregada negativamente (LONGMIRE et., 2012).

2.3.1 Desenvolvimento de nanonocarreadores

O desenvolvimento do nanofarmaco deve ser realizado levando em
consideracao a sua finalidade (diagnéstica e ou terapéutica), observando elementos
como sua capacidade de carga, seguranca, farmacocinética, metabolizagéo,
estabilidade no meio, e ainda a taxa de liberagdo do farmaco (ZHANG; ZHANG,
2016).

As nanoparticulas tem atraido um crescente interesse na medicina pela sua

capacidade de distribuicdo de drogas na faixa terapéutica ideal, resultando, portanto
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em uma melhor eficacia, e ainda por apresentarem menores efeitos colaterais
(ALEXIS et al., 2008 ; CONNIOT et al., 2014).

Hoje em dia, h&a varios exemplos de farmacos baseados em NPs utilizados na
pratica clinica, entre elas temos a Doxorrubicina e Metotrexato produzidas em
dendrimeros; Ciclosporina A em emulsdo lipidica; Anfotericina B, Citarabina e
daunorubicina em Lipossomas; Camptotecina, Doxorrubicina e Paclitaxel em
micelas; Doxorrubicina e Docetaxel em NP poliméricas (HAN, 2018).

Os nanomedicamentos possuem caracteristicas essenciais como, transporte
eficiente através de capilares de vasos sanguineos finos e endotélio linfatico, maior
tempo de circulacdo e concentracdo sangilinea, maior capacidade de ligacdo a
biomoléculas (compostos endogenos incluindo proteinas), maior acumulo em
tecidos-alvo, respostas inflamatérias ou imunes reduzidas e estresse oxidativo em
tecidos. Estas caracteristicas diferem das dos medicamentos convencionais
dependendo das propriedades fisico-quimicas (por exemplo, superficie da particula,
tamanho e composicao quimica) das nano-formulacées (HAN, 2018).

E preciso observar aspectos como, aplicacdo especifica, vantagem de
utilizacdo e o perfil de seguranca apresentado por eles. Além disso, as tecnologias
devem apresentar reprodutividade, com componentes validados e possuirem boa
relacdo custo/efetividade, tendo entdo possibilidade de producdo em larga escala
(CONNIOT et al., 2014; KHALID et al., 2016).

E possivel realizar o desenvolvimento de varios sistemas para utilizacdo em
nanomedicina, que sédo designados de acordo com 0s seus componentes e tipos de
material encapsulante (CONNIOT et al.,, 2014). Abordaremos neste trabalho as

nanoparticulas poliméricas e nanoparticulas de silica mesoporosa magnética.

2.3.2 Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas constituidas por polimeros biodegradaveis tém sido
utiizadas em uma grande variedade de tecnologias nas areas medicas e
farmacéuticas, atuando como depédsitos de farmaco capazes de promover um
melhor controle da sua liberacdo e uma distribuicdo direcionada no Orgao-alvo,
alcancando, assim, altas taxas de captacdo intracelular. Apresentam ainda,
utilizacdo em suturas reabsorviveis e implantes ortopédicos (KAMALY et al., 2012 ;
(GLASGOW; CHOUGULE, 2015 ; SIAFAKA et al., 2016; (VISWANATH; KIM; LEE,
2016).
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Os polimeros mais utilizados para producdo de nanoparticulas poliméricas
sdo o poli (4cido D, L-lactico-co-glicélico) (PLGA), poli (acido lactico) (PLA), poli
(acido glutamico) (PGA), poli (caprolactona) (PCL), copolimeros de N-(2-
hidroxipropil)-metacrilato (HPMA) em funcdo de suas propriedades de
biocompatibilidade e biodegradacéo, como clearancede matrizes poliméricas através
dos sistemas metabdlicos homeostaticos do organismo (DING et al.,, 2016;
GLASGOW; CHOUGULE, 2015; SIAFAKA et al., 2016; VISWANATH; KIM; LEE,
2016).

O termo nanoparticula inclui as nanocapsulas e as nanoesferas (Figura 7), as
quais diferem entre si segundo a composicdo e organizagdo estrutural. As
nanocapsulas sao sistemas do tipo reservatério, em que é possivel identificar um
ndcleo oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido neste nucleo e/ou adsorvido em
um invélucro polimérico, que o isola do meio externo (BEI; MENG; YOUAN, 2010 ;
DERGUNOV et al., 2016; FENG et al., 2017; TERANISHI et al., 2017). No entanto,
as nanoesferas ndo apresentam 6leo em sua composicédo, sao formadas por uma
matriz polimérica, onde o farmaco se encontra homogeneamente disperso ou
solubilizado. Dessa forma, obtém-se um sistema monolitico, no qual ndo é possivel
identificar um ndcleo diferenciado (BEI; MENG; YOUAN, 2010; YAMAMOTO et al.,
2017; WANG et al., 2017; LIU et al., 2017; CHANDRAMOHAN et al., 2017; LI et al.,
2017c).

Nanoesfera

Farmaco distribuido

uniformemente no ]
nucleo

Nanocapsula
Farmaco concentrado
no nucleo

Figura 7: Nanoesfera e nanocapsula.

Em geral, as NP poliméricas apresentam capacidade de encapsular farmacos,

e libera-los de forma controlada por difusdo de suas moléculas através de uma
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matriz polimérica (MENAGER et al., 2018), ou ainda, pela dissolu¢do de suas
camadas diferenciais de superficie de revestimento (TIERNEY et al., 2017). Podem
possuir ligantes especificamente orientados ao alvo especifico (DAI et al., 2016),
permitindo um aumento na sua taxa de absorcdo e reducédo dos efeitos adversos,

proporcionando assim melhores resultados terapéuticos (NISHA et al., 2015).

2.3.3 Nanoparticula de Silica mesoporosa

As NPs de silica apresentam grande area de superficie, grande volume de
poro e facil modificacdo de potencial de superficie. Possuem ainda propriedades
como forca mecénica, permeabilidade, estabilidade térmica e quimica, baixo indice
de refragcdo (GLASGOW; CHOUGULE, 2015; DING et al., 2016; KAASALAINEN et
al., 2017; ZHANG J, TANG H, LIU Z, 2017; LIU et al., 2017).

Seu método de sintese deve promover aproveitamento de suas propriedades
fisico-quimicas e reduzir a sua citotoxicidade em meio biolégico. Geralmente
apresentam boa biocompatibilidade e estabilidade de armazenamento. S&o
utilizadas como sistemas de suporte de enzimas e anticorpos para imunoensaios. As
NPs de silica podem ser conjugadas com particulas metalicas, como ferro, ouro, ou
outras NPs, como Quantum Dots, com diferentes aplicagbes em nanomedicina
(GLASGOW,; CHOUGULE, 2015; DING et al., 2016; ZHANG et al., 2017; NIU et al.,
2017).

O tamanho das particulas era uma desvantagem, dificultando o seu acesso a
determinados tecidos. Atualmente, € possivel obter nanoparticulas de silica
mesoporosa com diametros de 50 a centenas de nandmetros. Estudos tém
demonstrado que nanoparticulas de silica mesoporosa (NPSM) com diametros
abaixo de 300 nm sdo adequados para liberacdo de agentes terapéuticos através da
endocitose, mas no caso de particulas maiores, a fagocitose € o mecanismo
predominante de captacao celular (GLASGOW; CHOUGULE, 2015 ; SIAFAKA et al.,
2016).

Em geral, o0s nanossistemas injetados na corrente sanglinea sao
prontamente acumulados em zonas perturbadas com inflamag¢des e malignidades
através do bem conhecido efeito de permeacado e retencdo (EPR) em funcédo da
peculiar arquitetura dos vasos sanguineos desses tecidos doentes. Uma estratégia
amplamente explorada consiste em decorar a superficie mais externa de NPSMs

com moléculas capazes de interagir seletivamente com receptores de membrana
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especificos sobre-expressos nestas células (VALLET-REGI et al., 2018; DING; MA,
2016; ZHAO et al., 2017).

Além disso, é possivel decorar as NPSMs direcionando ligantes com
afinidade para os vasos sanglineos que irrigam o tumor sdlido, interrompendo o
fornecimento de nutrientes e oxigénio, desencadeando a destruicdo da célula. Essas
duas abordagens, conhecidas como direcionamento ativo, permitem uma melhora
notavel da captacdo de particulas pela célula tumoral ou vasos sanglineos
(VALLET-REGI et al., 2018; MIRANDA et al., 2017).

Por outro lado, € possivel enxertar dois agentes de direcionamento
(segmentacao dupla) para o0 mesmo nanocarreador, com o objetivo de aumentar
ainda mais sua seletividade. Assim, os nanocarregadores que trafegam dentro da
célula podem ser controlados pela colocacédo de moléculas direcionadas capazes de
reconhecer diferentes organelas celulares (Figura 8) (VALLET-REGI et al., 2018;
YANG et al., 2017).
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Figura 8: Representacdo esquematica de segmentacdes em nanopartilas de silica
mesoporosa.

Fonte: www.mdpi.com/journal/molecules.

2.4 Nanorradiofarmacos

A medicina nuclear passou por mudancas evolutivas e revolucionarias ao
longo de décadas, principalmente atribuiveis as tendéncias dinamicas e responsivas
no desenvolvimento e implantacdo global de radiofarmacos, bem como ao advento

de sistemas de imagens de tecnologia superior como a Tomografia
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Computadorizada por Emisséo de Féton Unico (SPECT), Tomografia por Emissdo
de Pésitrons (PET), que possuem sensibilidade elevada para detectar alteracdes na
funcdo ou morfologia de um determinado 6rgao, utilizando-se dos radiofarmacos
(RAMAMOORTHY, 2018).

A Resolucdo de Diretoria Colegiada — RDC N° 63 em seu Art. 5° define
radiofarmacos como “preparacfes farmacéuticas com finalidade diagndstica ou
terapéutica que, quando prontas para o uso, contém um ou mais radionuclideos.
Compreendem também o0s componentes nédo-radioativos para marcagdo e 0S
radionuclideos, incluindo o0os componentes extraidos dos geradores de
radionuclideos” (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2009).

Um gerador de radionuclideosé construido baseado no principio da relacao
crescimento-decaimento entre um radionuclideo-pai possuindo ti2 longo e seu
radionuclideo-filho com ti2 curto, sendo o ultimo quimicamente separado. O gerador
consiste de uma coluna cromatogréafica de vidro ou plastico, preenchida com material
adsorvente, como resina de troca catiénica ou anidnica, alumina e zircénio, na qual o
nuclideo-pai € adsorvido. O radionuclideo filho cresce como resultado do decaimento
do pai até que um equilibrio transitorio ou secular seja atingido em véarias meias-
vidas do filho. Como hé diferencas nas propriedades quimicas, a atividade do filho é
eluida com um solvente apropriado, deixando o pai na coluna (SAHA, 2003).
GREEN, 2012; (PILLAI; DASH; KNAPP JR.; 2016).

Um radiofarmaco tem dois componentes: um radionuclideo e um farmaco. As
caracteristicas fisico-quimicas do radiofarmaco determinam a sua farmacocinética,
isto €, a sua fixacdo no 6rgdo alvo, metabolizacdo e eliminacdo do organismo,
enguanto que as caracteristicas fisicas do radionuclideo determinam a aplicacao do
composto em diagndstico ou terapia (OLIVEIRA et al., 2006).

A utilidade de um radiofarmaco € ditada pelas caracteristicas desses dois
componentes. Ao conceber um radiofarmaco, um farmaco € o primeiro escolhido
com base na sua localizacao preferencial num dado 6rgédo ou na sua participacdo na
funcdo fisiolégica do 6rgdo. Em seguida, um radionuclideo adequado € marcado no
farmaco escolhido, de tal forma que, apos a administragcdo do radiofarmaco, as
radiacOes emitidas a partir dele sédo detectadas por um detector de radiacédo; assim,
a estrutura ou a funcéo fisiologica do érgao pode ser avaliada. O farmaco de escolha
deve ser seguro e ndo toxico para a administracdo humana. As radiacdes do

radionuclideo de escolha devem ser facilmente detectadas pelos instrumentos
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nucleares e a ativiade de radiagdo para o paciente deve ser minima (SAHA, 2003;
GREEN, 2012; EDEM et al., 2016).

Na medicina nuclear, o radionuclideo mais utilizados é o Tecnesio *"Tc. Os
compostos marcados com %°™Tc¢ constituem mais de 80% de todos os radiofarmacos
usados em medicina nuclear. A razdo para tal posicdo proeminente do °*™Tc em uso
clinico sdo determinadas por suas favoraveis caracteristicas fisico-quimicas como;
meia-vida fisica de 6 horas emissdo gama de 140-keV, sendo ideal para uso
diagnostico. Além disso, o *MTc esta prontamente disponivel em um estado estéril,
isento de pirogénio e isento de portadores a partir de geradores de %*Mo/**™Tc
(SAHA, 2003).

A associacdo da nanotecnologia a radiofarmacos (nanorradiofarmacos) trouxe
grandes avancos para medicina nuclear, com beneficios no tratamento e diagnostico
de patologias (Ml et al., 2016; SANTOS-OLIVEIRA, 2011; TING et al.,, 2010;
GARNETT; KALLINTERI, 2006).

A nanotecnologia permite a protecdo dos radiofarmacos de condicdes
desfavoraveis do microambiente celular (pH, oxidacdo entre outros) e da acdo de
enzimas, mantendo-os integros e impedindo sua degradacdo prematura, além de
aumentar sua biodisponibilidade, seu tempo de retencdo e sua captacdo celular
(CHO et al., 2008; BERNARDES et al., 2015; BERNARDES et al., 2016).

Além disso, protegem o radiofarmaco contra o reconhecimento por
mecanismos de resisténcia a farmacos, como a resisténcia mediada pela
glicoproteina P, o que culmina em uma maior concentracdo do farmaco no interior
das células tratadas (CHO et al., 2008); melhorando as propriedades
farmacoldgicas, terapéuticas e toxicologicas dos agentes utilizados no tratamento e
diagnéstico (HAMOUDEH et al., 2008; KUMARI; YADAV; YADAV, 2010; TING et al.,
2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar a biodistribuicdo de nanoparticulas de silica mesoporosa magnética e
nanoparticulas poliméricas de policaprolactona (PCL) radiomarcadas com

9mTecnécio (Tc) em camundongos obesos e ndo obesos.

3.2 Objetivos especificos
a) Desenvolver nanoparticulas de silica mesoporosa magnética;
b) Desenvolver nanoparticulas polimérica de policaprolactona;
c) Caracterizacdo das nanoparticulas;
d) Realizar radiomarcacdo das nanoparticulas com *MTc;
e) Avaliar a biodistribuicdo das nanoparticulas em camundongos obesos e

nao obesos;

4 METODOLOGIA

A metodologia deste trabalho encontra-se descrita no artigo intitulado Effect of
obesity on biodistribution of nanoparticles, publicado no Journal of Controlled
Release, Elsevier, no ano de 2018 sobre prépria autoria. A seguir, encontra-se em
sua integra o artigo, bem como suas metologias.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
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Metabolic alteration
Biodistribution

Nanoparticles have specific features (lipophilicity, surface charge, composition and size). Studies regarding the
biological behavior of nanoparticles in diseases such diabetics and obesity are scarce. Here, we evaluated two
nanoparticles: magnetic core mesoporous silica (MSN) (58 nm) and polycaprolactone (PCL) nanoparticle
(280 nm) in obese mice. Changes in the biodistribution were observed, especially considering the mononuclear
phagocyte system (MPS), and the visceral fat tissue. Nonetheless, our data corroborates the influence of size in

the biodistribution in obese animals, supporting that smaller nanoparticles, may show a higher tissue deposition
at spleen, due the associated splenomegaly and the complications arising from this state. Finally, our study
demonstrated that, in obesity, probably due the low-grade inflammatory state associated with metabolic syn-
drome a difference in accumulation of nanoparticles wasfound, with profound impact in the tissue deposition of

nanoparticles.

1. Introduction

Overweight and obesity can be defined as an accumulation of ab-
normal or excessive body fat, which can be harmful to health. In ac-
cordance to the World Health Organization (WHO) the number of obese
people in the world more than doubled since the 1980s, and is con-
sidered, since 1975 as a chronic disease [1]. Also, obesity has a strong
link with several co-morbidities, especially the type 2 diabetes mellitus
[2].

The increased content of fat, in contrast to a low percentage of lean
tissue and water, besides several physiopathological modifications
often associated to obesity, may affect drug biodistribution and elim-
ination. In these individuals, the blood flows per gram of fat is lower
than in nonobese, and histological hepatic alterations are usually as-
sociated to markedly alteration in the RES (Reticuloendothelial
System). Furthermore, obese patients present a higher glomerular fil-
tration rate and, consequently, a differentiated volume of distribution,
with serious implication in loading-dose parameter [2-6].

In general, the use of nanoparticles associated with cosmetic
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formulations and as drug itself is increasing globally. Accordingly the
FDA (Food and Drug Administration) approved over 350 [7] nanodrugs
that are already available in market, among them liposomes are the
most commonly used nanostructures, followed by nanocrystals and
over 7.000 nano-based products were commercialized in the last years.
Because of the physicochemical properties that make the nanomaterials
suitable for bio tagging or targeting, different approaches using nano-
drugs have been attempt for the treatment of obesity [8].

Since the use of nanodrugs is rapidly increasing worldwide, more
information must be acquired, especially at specific strata of the po-
pulation as obese. In this scenario we evaluated the biodistribution and
tissue deposition of two nanomaterials: i) magnetic core mesoporous
silica and ii) polymeric nanoparticles, in order to understand the
changes caused by the obesity. The choice of these two systems was
based on the structural differences between both, especially size, sur-
face area and physicochemical properties.

ing Institute, Rio de Janeiro, Brazil.



C. de Jesus Felismino et al.

2. Materials and methods
2.1. Preparation of magnetic core mesoporous silica nanoparticles

2.1.1. Reagents and materials

Iron (III) chloride hexahydrate, iron (II) tetrachloride hexahydrate,
oleic acid, hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB) and tetra-
ethyl orthosilicate (TEOS) were purchased form Sigma. Ammonia so-
lution (32%), ethanol and ethyl acetate were purchased from Scharlau.
Chloroform was obtained from Acros Organics. Distilled water was used
in all reactions.

2.1.1.1. Synthesis of oleate-coated iron oxide nanoparticles. Iron oxide
nanoparticles (Fe;0, magnetite nanocrystals) were obtained by a
modified coprecipiation method [9]. Briefly, 12 g of iron (III) chloride
hexahydrate were mixed with 4.9 g of iron (II) chloride tetrahydrate in
50 mL of water at 80 °C under a flow of argon and mechanical stirring.
Ammonia solution 32% (19.53mL) was carefully added and the
mixture turned completely dark. Oleic acid (2.13 mL) was added after
30 min and the reaction was left stirring at 80 °C for another 90 min.
The reaction was cooled down and centrifuged at 9500 rpm during
10 min. The resulting black precipitate was washed three times with
distilled water and three times with ethanol and then dried under
vacuum overnight. In order to prevent their oxidation, the oleate-
coated iron oxide nanoparticles were kept in chloroform giving a dark
brown ferrofluid.

2.1.1.2. Synthesis of magnetic core MSNs. In a typical procedure, 100 mg
of CTAB were dissolved in 10 mL of water, followed by addition of
0.74 mL of the ferrofluid (8.88 mg/mL). The mixture was placed in a
probe sonicator (Branson 450 Sonifier) for 2 min, giving an oil-in-water
emulsion. Then, the mixture was heated to 65°C to evaporate the
chloroform and achieve an effective phase transfer from chloroform to
water. The resulting transparent aqueous suspension was added to a
solution of 30 mL of water and 0.548 mL of ammonia (32%), which was
then, heated up to 75 °C. Then, 0.5 mL of tetraethyl orthosilicate (TEOS)
was added dropwise followed by addition of 3 mL of ethyl acetate. The
reaction was stirred at 350 rpm and 75 °C during 3 h. Then, the reaction
was placed on an ice bath and the nanoparticles were collected by
centrifugation (9500 rpm, 10 min). Afterward, the sample was washed
with ethanol twice and dried under vacuum overnight. The final
magnetic core MSNs were calcined in air at 550 °C for 5h.

2.1.2. Characterization of magnetic core MSNs

2.1.2.1. Powder X-ray diffraction. The synthesised materials were
characterized by powder X-ray diffraction (PXRD), transmission
electron microscopy (TEM) and N, adsorption-desorption analysis.
PXRD measurements were obtained using a Bruker AXS D8 Advance
diffractometer equipped with CuKa radiation and working at 40kV/
40mA. PXRD measurements were performed at high angle
(26 = 15°-68°) and low angle range (26 = 1.3°-8.3°).

2.1.3. Transmission electron microscopy

TEM images were taken on a 100kV JEOL JEM-1010 microscope
operated with AMT image capture engine software. TEM samples were
prepared by adding 10 pL of nanoparticles suspended in distilled water
onto carbon-coated copper grids. The statistical analysis of the data
obtained from TEM images was performed using Origin Pro software.

2.1.3:1.. N5 adsorption-desorption. N, adsorption-desorption
measurements were conducted in a TriStar II Plus surface area and
porosity analyzer from Micromeritics. The specific surface area of the
material was determined from the adsorption-desorption isotherm by
applying the BET model. The pore volume and average pore size was
estimated by using the BJH model.
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2.1.4. Ethambutol polymeric nanoparticle

2.1.4.1. Development of ethambutol nanoparticle. To the nanoparticles
preparation, an ethambutol tablet (400mg of ethambutol
hydrochloride, oral administration) was triturated and then an
amount containing 5mg of ethambutol was weighted (which
represents 10% of the polymer mass to be added to the nanoparticle)
and solubilized in 0.1 wt% PVA aqueous solution.

Ethambutol nanoparticles were prepared by double emulsion sol-
vent evaporation method where 200 pL of ethambutol-PVA aqueous
solution was dripped into 2mL of dichloromethane, where 50 mg of
PCL (with a molar mass of 42,000 g/mol) were previously solubilized
and then sonicated (UP100H, Hielscher) for 1 min at 55W to produce a
water-in-oil emulsion. This emulsion was emulsified again with 4 mL of
PVA 1 wt% solution by ultrasound processing for 2 min (55 W) to pro-
duce a W/O/W emulsion.

Then dichloromethane was evaporated under reduced pressure
during 1h at 25°C. PCL-NPs were recovered by centrifugation
(20,000 rpm for 20 min) and washed twice with distilled water to re-
move the excess of PVA. At the end only PCL-ethambutol nanoparticles
were used.

2.1.4.1.1. Size  determination by  DLS. Nanoparticles size
distribution, mean size and polydispersity index (PDI) of the
ethambutol nanoparticle were determined by dynamic light scattering
(DLS) using the equipment Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments,
UK). Measurements were performed in triplicate at 25 °C and the laser
incidence angle in relation to the sample was 173° using a 12 mm?
quartz cuvette. The mean + standard deviation (SD) was assessed.

2.1.4.2. Scanning Electron microscopy (SEM). The morphology of
nanoparticles was examined by Scanning Electron Microscopy (SEM)
(TM 3000 - Hitachi), with a tension varying from 10 to 20kV. The
sample, 10 pL of the nanoparticle solution, was fixed on a carbon tape
and dried under aseptic conditions.

2.1.4.3. Labeling process with “™Tc. The labeling process was done by
the direct radiolabeling process as described previously [10,11]. In this
methodology we used 150 ug of each nanoparticle: i) Magnetic Core
Mesoporous ~ Silica Nanoparticles, ii) ethambutol polymeric
nanoparticle. Briefly, 100 uCi (approximately 300uL) of **™Tc was
incubated with a stannous chloride (SnCly) solutions (80 pg/mL)
(Sigma-Aldrich) for 20 min at room temperature. Then this solution
was incubated with 150 g of each nanoparticle (Magnetic Core
Mesoporous ~ Silica Nanoparticles and Ethambutol Polymeric
Nanoparticles) for another 10 min in order to label their structures.

2.1.4.4. Quality control of the labeling process with *™Tc. In order to
confirm the efficacy of the labeling process with the nanoparticles was
performed a paper chromatography using Whatman paper n° 1. In this
direction was used 2 pL of the labeled-nanoparticle and acetone (Sigma-
Aldrich) as mobile phase. The radioactivity of the strips was verified in
a y-counter (Perkin Elmer Wizard® 2470, Shelton, CT City, State).

2.1.5. In vivo analysis

2.1.5.1. Animals and high fat diet (HFD) protocol. All experiments on
animals were conducted according to the principles of NIH Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals and were approved by the
Committee for the Ethics of Animal Experimentation of the
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (Permit number: CEA/024/
2017).

Male C57BL/6 mice (n = 12) were obtained from Federal University
of Rio de Janeiro (UFRJ, Rio de Janeiro, Brazil) at 3 weeks of age. After
1 week of adaptation, the animals were housed separate cages and were
fed either regular chow (C; 396 kcal/100 g, 13% of energy derived from
fat) or a High Fat Diet (HFD, 470 kcal/100 g, 45% of energy derived
from fat) for 10 weeks in a temperature-controlled room (25 + 1°C),
with 60% humidity and 12-hours artificial light-dark cycle. Body
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weight was measured throughout the treatment period.

2.1.5.2. Body composition analysis. Body composition analysis was
performed by nuclear magnetic resonance. Briefly, mice were scanned
using the body composition analyzer for small animals (Bruker's
Minispec LF90 TD-NMR, Massachusetts, USA). The instrument was
calibrated for these studies using NMR scans and chemical composition
data from 10 mice (body weight range 25-40g) On day of testing, a
quality control check of internal voltages, temperature, magnets, and
NMR parameters was performed using a standard provided by the
manufacturer. Animals were placed in a clear, plastic cylinder (50 mm
diameter) and kept immobile by insertion of a tight fitting plunger into
the cylinder (without having to anesthetize them). The tube was then
lowered into the sample chamber of the instrument for approximately
2 min, the duration of the scan.

2.1.5.3. Intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT). Mice were fasted
for 12 h and basal glucose was measured. Mice were then administered
an i.p. bolus of glucose (2.0g/kg body weight) and glycemia was
monitored every 30 min for up to 120 min. Glycemia was measured
with an Accu Check Active glucometer (Roche diagnostics, Mannheim,
Germany).

2.1.5.4. Intraperitoneal insulin tolerance test (ipITT). Mice were
weighted and fasting blood glucose levels were measured. Mice were
then administered an i.p. injection of insulin (0.1 U/mL; Humulin
human insulin; Eli Lilly, Sao Paulo, Brazil) resulting in a dose of
0.5U/kg. Blood glucose was measured at 15, 30, 45, 60, and 120 min
after injection.

2.1.5.5. Biodistribution. The mice were maintained under controlled
temperature (23 °C *= 2) with water and food ad libitum. No anesthetic
was used. The labeled samples (3.7 MBq/0.2 mL) were administered by
intraocular (retro-orbital) injection as described in Table 1. After 24 h
of drug administration, the mice were sacrificed by asphyxiation
(CO,chamber) and then dissected and their lungs were removed,
weighed and the radioactivity uptake counted in a gamma counter
(Perkin Elmer). Results were expressed as percentage of injected dose
per gram of tissue. The Institutional Review Board and the Animal
Ethics Committee approved the study protocol.

2.1.6. Statistical analysis

The data were expressed as means standard error and analyzed by
the two-tailed unpaired Student's t-test. When appropriate, individual
comparisons were subsequently tested with Bonferoni's t-test for un-
paired values. Differences were considered statistically significant when
p < 0.05. The data were analyzed using GraphPad Prism version 5.00
for Windows (GraphPad Software, USA).

3. Results & discussion
3.1. Magnetic core mesoporous silica

3.1.1. Characterization of magnetic core MSNs
The structure periodicity of the mesoporous material was confirmed
by PXRD, which showed a sharp peak at the low-angle region for both

Table 1

Distribution of number of animals (n) used for the biodistribution study with
radiolabeled nanoparticles (magnetic core mesoporous silica and poly-
caprolactone ethambutol) into the two groups: obese and nonobese (lean) mice.

Nanoparticle Obese mice (n) Nonobese mice (n)
Magnetic core mesoporous silica 3 3
Polycaprolactone ethambutol 3 3
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Fig. 1. X-ray diffraction analysis of the magnetic core MSNs (S0-1) and calcined
magnetic core MSNs (80-2), showing the magnetite nanocrystals and the
characteristic broad peak of amorphous silica.

as-made (S0-1) and calcined (S0-2) magnetic core MSNs (Fig. 1). The
slight shift of the peak to higher angles indicates a shrinkage of the
silica matrix due to the condensation of silanol groups during the cal-
cination process. PXRD analysis at high angles confirmed the presence
of magnetic cores within the structure (see inset in Fig. 1).

The mesoporous structure of $0-2 magnetic core MSNs was also
analyzed by transmission electron microscopy and the size of the pri-
mary nanoparticles was determined by image analysis (58.9 + 8.1 nm,
n = 100). The data was represented in a histogram, which shows the
particle size distribution of the S0-2 nanoparticles (Fig. 2).

The N, adsorption-desorption isotherms of the magnetic core MSNs
presented a typical type IV behaviour (Fig. 3), characteristic of meso-
porous materials. From the isotherm curve, a specific surface area of
872 m?/g was estimated along with a pore volume of 0.85 cm®/g and an
average pore diameter of 3.15nm.

3.1.2. Ethambutol polymeric nanoparticle

The results from SEM (Fig. 4) showed that nanoparticles size was
about 280-300 nm. A late SEM image demonstrated that nanoparticles
may aggregate, forming a nanoparticle with a size no bigger than
500 nm (Fig. 5).

Thus, considering the circumference volume (Cv) equation,

Cv = mr?

where: Cv: circumference volume; IT: constant pi; R: Radius of the
circumference.

The molar mass of PCl: 66.4268 g/mol. As also the medium average
size of the ethambutol nanoparticle of 290 nm, we have that the weight
of one single ethambutol nanoparticle is about: 3,6 x 10~ > g.

3.1.3. DLS size characterization

Fig. 6 shows the mean size and size distribution of the ethambutol
nanoparticles. According to the distribution profile it is possible to infer
that nanoparticles presented a monomodal size distribution, with a
mean size of 270 nm, corroborating the findings of SEM. The narrow
peak suggests a homogeneous system with sizes near to the mean. Ac-
cording to Paranjpe and Miiller-Goymann [12] particles smaller than
500 nm deposited in the alveolar region, it could sediment be retained
in the bronchiolar region for a longer time when compared to nano-
particles, which could improve efficacy.

3.1.4. Labeling with #™Tc

The magnetic core mesoporous silica nanoparticles were
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Fig. 2. A: Transmission Electron Microscopy (TEM) images magnetic core mesoporous silicanano particles. B: Size histogram and normal size distribution of magnetic

core mesoporous silica nanoparticles, corroborating the size of 58 nm.
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Fig. 3. N, adsorption-desorption analysis showing the pore size distribution of

the magnetic core mesoporous silica nanoparticles, corroborating the pore size
of 3.15nm.

successfully labeled with **™Tc, showing an average of labeling efficacy
over 98%. A similar result was found for the polymeric ethambutol
nanoparticle which had a labeling efficacy of 99%.

3.1.5. Quality control

The stability of the labeling process from the ethambutol polymeric
nanoparticles and magnetic core mesoporous silica nanoparticles with
the ®™Tc were checked and the values are expressed in Tables 2 and 3.

3.1.5.1. Animals and high fat diet (HFD) protocol. As observed by the
body composition analysis in Fig. 7A-C, animals reached the obesity
state that is characterized by increased body mass, with an increase in
adipose mass and a decrease in lean mass and a marked reduction in
glucose uptake, that has been confirmed by the ipGTT corroborating the
changes in insulin and glucose tolerance (Fig. 8A and B).

3.1.5.2. Biodistribution. To address the interference of obesity on the
biodistribution of polymeric nanoparticles (Fig. 9) and magnetic core
mesoporous silica (Fig. 10), particles were injected (i.0.) in different
groups of obese and non-obese mice. The distribution in the liver and
spleen of obese and nonobese mice of the polymeric nanoparticles 24 h
after its administration is shown in Table 4.

14

Ralph? 2016/02/23 1541 F D35 x100 1mm

Fig. 4. Scanning electron microscopy imaging, performed immediately after the
production of the polymeric ethambutol nanoparticle showing nanoparticle
with a range of size about 280-320 nm.

Data indicates that a statistical difference between the two groups
were detected in the distribution of polymeric nanoparticles in liver/
spleen (), obese animals showed an apparent lower uptaking capacity
(78,5%), compared to nonobese mice (92,04%), considering the total
nanoparticles administered. Nevertheless, call attention the fact that
spleens and liver of obese mice accumulated less nanoparticles (9,03%
and 69,47%respectively) than nonobese (12,49% and 79,55%, respec-
tively).

Several studies on biodistribution of nanoparticles have shown that
they can be highly uptaken (from 30% to 99%)by liver and spleen
[13,14], two organs with an active mononuclear phagocyte system
(MPS)This system works, particularly in spleen, lymphonodes and
liver, as an immune network to remove foreign material and pathogens
from the bloodstream [15,16,17]. In the liver, although Kupffer cells,
have been considered the main responsible for phagocytic activity [18],
recent studies suggested that other cells in the hepatic inflammatory
microenvironment should be considered for nanoparticles sequestration
[17,19].

Obesity has been characterized as a low-grade inflamed sub-acute
state, characterized by a chronic infiltration of macrophages in adipose
tissue, which in turn mediates local and systemic inflammation and acts
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Fig. 5. Scanning electron microscopy imaging, performed after 10 days of nanoparticles production, confirming the possibility of aggregation.
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Fig. 6. Dynamic light scattering analysis (DLS) showing the mean size and size
distribution of the polycaprolactone ethambutol nanoparticles, corroborating a
monomodal size distribution, with a mean size of 270 nm.

Table 2
Percentage of labeled ethambutol polymeric na-
noparticles with *™Tc observed over time (4 h).

Time (h) Labeling (%)
0 99,52 & 1,2
1 99.45 + 1,3
2 99,55 + 1,0
4 99,21 = 1,1

Table 3
Percentage of labeled magnetic core mesoporous silica
9mTe observed over time (4 h).

nanoparticles with

Time (h) Labeling (%) ic core P silica particles
0 99.6 £ 0.7%
1 98.8 £ 0.5%
2 99.3 + 1.0%
4 98.0 £ 0.8%

as a key contributor to insulin resistance [20]. Adipose tissue macro-
phages are derived largely from circulating monocytes stimulated by
inflammatory mediators released by the obese adipose tissue

[21,22,23], and may contribute, as a classical MPS organ, to nano-
particles uptake by the obese adipose tissue. Furthermore, considering
that in obese mice the abdominal region is more distended, this may
cause an increase in vessel diameter, augmenting vessels fenestration
and volume, consequently increasing the perfusion volume [24-27]. In
agreement, as shown in Table 5, a higher uptake of nanoparticles by the
epidydimal and abdominal fat tissue in obese mice than nonobese mice.

As can be observed in the fat tissue, occurred an increased ratio of
2.77-fold (0,0460/0,00136) higher uptake in obese when compared to
nonobese (Table 5). Although the uptake by the adipose tissue re-
sponded for < 2% of the total amount of nanoparticles injected in the
animals, is important to emphasize that the inflamed condition in
obesity may contribute to increase the uptake of nanoparticles by the
obese adipose tissue. The obese state in our model, also contributes for
an increased uptake by stomach and intestines (Fig. 9), and fat accu-
mulation in these organs justifies the results [28-31]. Visceral adiposity
can induce the production of pro-inflammatory mediators and immune-
cell infiltration, contributing to the low-grade systemic inflammation,
resulting in macrophage accumulation/migration, insulin resistance
and metabolic syndrome, and consequently high uptake of nano-
particles [32].

A discrete but higher uptake by pancreas was observed in obese
mice(Fig. 9). During obesity, the pancreatic functions are rather over-
whelmed. This highly-activated state in obese mice is subsidized mainly
by the accumulated peri-pancreatic adipose tissue, allowing a higher
uptake by the organ [33,34].

The metabolic alterations in obesity can dramatically affect the
cardiovascular and pulmonary system. Obese individuals often present
distension of the thoracic-abdominal region that can lead to limited
diaphragm mobility and rib movement. Nonetheless, the excess of
adipose tissue may also lead to lung hypodevelopment [35], with al-
terations in bronchial responsiveness, and risk of asthma. Because of
that, obese individuals tend to present higher respiratory rates and
lower tidal volume [36,37]. All these factors may explain the higher
uptake of nanoparticles by lungs (right and left) of obesemice, when
compared tononobese.

The biodistribution of the magnetic core mesoporous silica, have
shown to be very much alike to that of the polymeric nanoparticle of
ethambutol, and there was no great change between obese and non-
obese mice in the total body distribution (Fig. 10).

The results from biodistribution of magnetic core mesoporous silica
nanoparticles showed no difference in uptake by the liver in both cases:
obese and nonobese mice. On the other hand a great difference of over
33-fold higher uptake in spleen by obese mice was observed, as de-
monstrated in Table 6:

The great difference of uptake in spleen between obese and non-
obese mice in the case of magnetic core mesoporous silica can be
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Fig. 7. Body composition analysis with both groups under study (obese e nonobese) showing the alteration that all the animals reached in the obese group, as high
increase in the body mass (A), decrease in the lean mass (B) and increase in fat mass (C)'The results are shown as the mean + SE calculated from 3 different animals

*p < 0.05 and **p < 0.001 when compared to nonobese mice.

explained by the fact that during obesity a splenomegaly via sinusoidal
dilatation and intra-cellular or intercellular deposits is observed. The
splenomegaly, increases the discontinuous gaps at endothelium, which
lines the sinusoidal walls spleen, allowing the passive entrapment of
foreign particulates [38,39], especially the ones with small size, as the
magnetic core mesoporous silica (58 nm). For that reason, a higher
uptake of magnetic core mesoporous silica nanoparticles in spleen was
observed in obese mice than in nonobese.

An important fact that our data showed is regarding the facilitated
interaction between mesoporous silica and macrophages. According to
the literature, due the large surface area of the mesoporous silica na-
noparticles, the interaction between macrophages and magnetic core
mesoporous silica, should be facilitate, leading to their rapid recogni-
tion by the MPS, and fast clearance by RES, especially in obese mice,
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which the MPS is highly activated [40,41]. In contrast, polymeric
agents (as the polycaprolactone, used in the ethambutol nanoparticles)
tend to create a steric hindrance and repulsion effect of polymeric
chains against blood proteins and macrophages [42], resulting in a
“protective” effect making this system less prone to the action of the
MPS. In our study we found exactly the opposite of the literature. We
had a high recognition by the MPS of polymeric nanoparticles (£78,5%
and £92,04%), respectively obese and nonobese mice. While the mag-
netic core mesoporous silica nanoparticles showed a halved uptake by
the MPS (£60,58% and £36,25%) obese and nonobese mice, respec-
tively. The most accepted explanation is due the size, where bigger
nanoparticles are more likely to be recognized by the MPS [43-45].
Then, indifferent to surface features, size outweighs recognition by the
MPS.
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Fig. 8. Comparison of Intraperitoneal insulin tolerance test (ipITT) (A) and intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT) (B) in both groups (obese and nonobese)
shows the increase on insulin tolerance in the obese group with no difference on glucose tolerance, corroborating the obesity state of the obese group.
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It is important to notice that a higher uptake in fat tissue was ob- Table 4

served for the magnetic core mesoporous silica, with a ratio of 2.44-fold
(0,004uCi/0,00164uCi) higher uptake in obese related to nonobese
(Table 7). Almost the same ratio found in the polymeric nanoparticles.
This data confirm the participation of the MPS in the whole of biodis-
tribution of nanoparticles.

4. Conclusion

Our data demonstrated that obesity can interfere in the biodis-
tribution of nanoparticles, with participation of the fat tissue. The ex-
actly mechanism involved and responsible for these changes must be
elucidated in order to promote the safety use of nanoparticles in dif-
ferent population strata.

Also, our findings suggest that, probably, due the low-grade in-
flammatory state, leading to a metabolic syndrome, observed in obesity,
a critical paradigm shift can be observed. In general, the literature
subsidizes that very small (< 15nm) nanoparticles are filtered by the
kidney; nanoparticles larger than 15nm and smaller than 200 nm are
captured by Kupffer cells and splenic marginal zone macrophages,
whereas particles larger than 200 nm are retained in the red pulp of the
spleen. Our data showed that in obesity the opposite occurs. We had
bigger nanoparticles (280 nm) higher uptaken by the liver (Kupffer
cells), whereas smaller nanoparticles (58 nm) higher uptaken by the

% Dose / Organ

Evaluation on the uptake of ethambutol polymeric nanoparticles in liver and
spleen into the two groups (obese and nonobese).

%uCi uptake %

Organ Obese Nonobese Obese Nonobese
Liver 3,22 (*0.04) 3,66 ( * 0.008) 69,47 79,55
Spleen 0,419 (£ 0.003) 0,575 ( % 0.003) 9,03 12,49

The results are shown as the mean + SE calculated from 3 different animals.
*p < 0.05.
** p < 0.001 when compared to nonobese mice.

spleen.

Nonetheless, our data suggest that regardless the surface char-
acteristics, the nanoparticles size seems to have a predominant effect,
especially regarding the spleen uptake, which under specific conditions
(splenomegaly) tends to be more permeable to smaller nanoparticles.

Other studies using different nanoparticles such as Au-nano-
particles, PLA-nanoparticle, SBA-15 mesoporous silica nanoparticles
and Spions, should be performed in order to corroborate our findings
and ensure the interference of obesity in the processes related to normal
biodistribution of nanoparticles.

Fig. 10. Biodistribution of **Tc labeled magnetic
core mesoporous silica nanoparticles in obese
(purple) and nonobese (green) mice. Due the high

50% uptake of the **™Tc labeled ethambutol polymeric
nanoparticles in liver and spleen these both data has
40% been removed in order to better understand the be-
havior in the other organs. (For interpretation of the
30% references to colour in this figure legend, the reader
is referred to the web version of this article.)
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Table 5
Evaluation on the uptake of ethambutol polymeric nanoparticles by the fat
tissue in obese and nonobese animals.

%uCi uptake

Obese Nonobese

Organ

0,01 ( % 0.0004)
0,036 ( £ 0.0008)

0,003 ( + 0.00006)"
0,0083 (  0.00005)"

Epididymal fat
Abdominal fat

The results are shown as the mean *+ SE calculated from 3 different animals.
*p < 0.05.
** p < 0.001 when compared to nonobese mice.

Table 6
Evaluation on the uptake of magnetic core mesoporous silica nanoparticles by
the liver and spleen in obese and nonobese mice.

%uCi uptake %
Organ Obese Nonobese Obese Nonobese
Liver 0,12 ( + 0.006) 0,01 (% 0.0003) 33,64 27,94
Spleen 0,099 ( + 0.0002) 0,003 ( £ 0.00002) 26,94 8,31

The results are shown as the mean + SE calculated from 3 different animals.
*p < 0.05.
** p < 0.001 when compared to nonobese mice.

Table 7
Evaluation on the uptake of magnetic core mesoporous silica nanoparticle by
the fat tissue in obese and nonobese animals.

Organ %uCi uptake obese %uCi uptake nonobese
Epididymal fat 0,0024 ( + 0.00006) 0,00082 ( + 0.00004)
Abdominal fat 0,0016 ( + 0.00004) 0,00082 ( * 0.00001)"

The results are shown as the mean + SE calculated from 3 different animals.
* p < 0.05.
** p < 0.001 when compared to nonobese mice.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Nossos dados demonstraram que a obesidade pode interferir na
biodistribuicdo de nanoparticulas, com participacdo do tecido adiposo. O mecanismo
exato envolvido e responsavel por essas mudancas precisa ser elucidado para
promover 0 uso seguro de nanoparticulas em individuos com caracteristicas
diferentes.

Nossos dados sugeriram ainda que, devido ao estado de inflamagao de baixo-
grau, que leva a sindrome metabdlica observada na obesidade, uma mudanca critica
de paradigma pode ser observada.

No entanto, nossos dados sugerem que, independentemente das
caracteristicas da superficie, o tamanho das nanoparticulas demonstrou apresentar
um efeito predominante, especialmente em relacdo a captacdo do baco, que sob
condicbes especificas (esplenomegalia) tende a ser mais permeavel a
nanoparticulas menores.

Outros estudos usando diferentes nanoparticulas, como nanoparticulas de
Au, PLA-nanoparticulas, nanoparticulas de silica mesoporosa SBA-15 e Spions,
devem ser realizados a fim de corroborar nossos achados e garantir a interferéncia

da obesidade nos processos relacionados a biodistribuicdo de nanoparticulas.
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