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RESUMO

Seja em cosmético ou com finalidade terapéutica, o uso de nanoparticulas vem
aumentando e assumindo proporcao global. No entanto, existem poucos estudos sobre o
potencial fisico de uso a longo prazo ou uso em condicfes especiais, como em doencas
cronica, AIDS, mulheres gravidas e outras circunstancias especiais de salde. Neste
contexto, o estudo da mutagenicidade e da passagem transplacentaria representa um
importante e modelo fidvel para a avaliacdo priméria de potenciais riscos para a saude,
especialmente a salde materna e infantil. Neste estudo, realizamos avaliagdes de
mutagenicidade, citotoxicidade e passagem transplacentéaria de nanoparticulas de silica
mesoporosa com nicleo magnético, marcadas radioativamente com *°"Tc para
determinacdo de compostos toxicogénicos e risco potencial embrionarios e fetal em
modelo animal. Nanoparticulas de silica mesoporosa com ndcleo magnético foram
produzidas e caracterizada pela obtencdo de nanoparticulas de tamanho (58,9 + 8,1 nm)
em forma esférica e com nicleo magnético intacto. O processo de radiomarcagdo com
9%MTc demonstrou alta eficacia e estabilidade em 98% de rendimento ao longo de um
periodo de 8 horas de estabilidade. Os ensaios de mutagenicidade foram realizados
utilizando Salmonela estirpes padrdo entomic Typhimurium serovar TA98, TA100 e
TA102. Ensaios de citotoxicidade foram realizados usando WST-1. Os ensaios de
avaliacdo transplacentaria foram realizados utilizando o modelo in vivo com ratos em
dois periodos: estagio embrionario e fetal. Os resultados de ambas as analises
corroboram que as nanoparticulas podem i) gerar danos no DNA,; ii) gerar potencial
citotoxico e iii) atravessar a barreira transplacentaria em ambas as fases e bioacumular
em embrides e fetos. Os resultados sugerem que avaliacbes devem ser realizadas para
atestar a seguranca, eficacia e qualidade das nanoparticulas antes da aprovacdo irrestrita

de seu uso.

Palavras-chave: Nanoparticula, Barreira Transplacentaria, Citotoxicidade,

Gravidez, Silica Mesoporosa, Tecnécio-99m.



ABSTRACT

Whether in the cosmetic or as therapeutic, the use of nanoparticles has been
increasing and taking on global proportion. However, there are few studies about the
physical potential of long-term use or use in special conditions such as chronic, AIDS,
pregnant women and other special health circumstances. In this context, the study of the
mutagenicity and the transplacental passage represents an important and reliable model
for the primary evaluation of potential health risks, especially maternal and child health.
In this study, we performed mutagenicity, cytotoxic and transplacental evaluation of
magnetic core mesoporous silica nanoparticles, radiolabeled with °™Tc for
determination of toxicogenic and embryonic/ fetuses potential risk in animal model.
Magnetic core mesoporous silica nanoparticles were produced and characterized by
obtaining nanoparticles with a size of (58.9 £ 8.1 nm) in spherical shape and with intact
magnetic core. The 99m Tc radiolabeling process demonstrated high efficacy and
stability in 98% vyield over a period of 8 hours of stability. Mutagenicity assays were
performed using Salmonella enteric serovar Typhimurium standard strains TA98,
TA100 and TA102. Cytotoxicity assays were performed using WST-1. The
transplacental evaluation assays were performed using the in vivo model with rats in
two periods: embryonic and fetal stage. The results of both analyzes corroborate that the
nanoparticles can i) generate DNA damage; ii) generate cytotoxic potential and iii) cross
the transplantation barrier in both stages and bioaccumulates in both embryos and
fetuses. The results suggest that complementary evaluations should be conducted in
order to attest safety, efficacy and quality of nanoparticles before unrestricted approval

of their use.

Keywords: Nanoparticle, Transplacental Barrier, Cytotoxicity, Pregnancy,

Mesoporous Silica, Technetium-99m.
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INTRODUCAO

A administracdo de medicamentos em pacientes gravidas compreende uma das
situagdes que necessitam ser amplamente avaliadas devido a fragilidade fetal durante as
primeiras semanas da gestacdo (ABUKABDA et al.,, 2019; HO et al., 2017). A
transferéncia de parte dos medicamentos ao feto pode gerar intoxicacdo e alteragOes
permanentes (PINTO et al., 2018a). Durante as primeiras 0ito Semanas 0S riscos de
malformagdes sdo superiores, pois, é nesse periodo que ocorre a formacdo dos 6rgéos.
Por tanto, alguns critérios devem ser observados durante o tratamento de mulheres
gestantes, tais como: idade gestacional e caracteristicas dos medicamentos a serem
utilizados (BROLIO et al., 2010; CAO et al., 2019; HUANG et al., 2019).

O tratamento correto de gestantes deve-se a uma compreensdo fisiologica e
farmacoldgica que difere nessas pacientes. A prescri¢cdo, nesses casos, baseia-se em
dados obtidos de uma populacéo totalmente heterogénea e nao representativa, uma vez
que se baseiam em resultados obtidos a partir de pacientes masculinos e mulheres nao
gestantes (ARAUJO et al., 2013; ROSADO-YEPEZ et al., 2019). Além disso, é preciso
que haja conhecimento realistico a respeito da farmacocinética e farmacodinamica, uma
vez que esta retrata o caminho e a concentracdo de um medicamento no organismo,
dados fundamentais para avaliacdo do uso de um medicamento por pacientes gestantes
(DECK; WINSTON, 2012; GRIFFITHS; CAMPBELL, 2015).

Durante o periodo gestacional o corpo feminino passa por varios estagios de
mudancas fisiologicas complexas que corroboram para a formacdo da placenta e feto,
por este motivo, pode haver intercorréncias, algumas relacionadas a propria gravidez,
que levam ao uso de medicamentos(FEGHALI; VENKATARAMANAN; CARITIS,
2015). Medicamentos administrados em gestantes chegam ao feto através da placenta,
que ao contrario do que se pode imaginar, permite a passagem de diversas substancias
incluindo algumas classes de virus(COTTRELL et al., 2018).

A Placenta é um 6rgao fetomaternal, ou seja, formado por tecidos maternal e
fetal, além disso, € a responsavel pela troca metabdlica e gasosa entre mae e feto, assim
como a passagem de nutrientes vitais para o crescimento e desenvolvimento
fetal( GUENOT et al., 2019; MARCIO LEAL HORTA, TSA, 2002). Desta forma, o feto
pode ser afetado pela ingestdo de medicamentos de maneira indireta, como no caso de

pro-farmacos, onde o medicamento precisa ser metabolizado para garantir um efeito, ou
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de maneira direta, causando alteragdes nas fun¢des da placenta que podem levar a
deficiéncias congénitas e até a morte fetal, ou ainda causando contrages uterinas que
levaréo danos ao feto ou a um parto prematuro (TORRES-VERGARA; ESCUDERO;
PENNY, 2018; YIN et al., 2019).

A grande maioria dos medicamentos ndo apresenta ensaios clinicos em
gestantes, pois, a gravidez € um preceito de restricdo para esse tipo de teste (MORFAW
et al., 2018; OSORIO-DE-CASTRO; PAUMGARTTEN; SILVER, 2004). E importante
ressaltar que mudancas fisiologicas derivadas da gestacdo podem modificar a
farmacocinética e farmacodindmica dos medicamentos, fato este que pode alterar a
proporcao dose/efeito (ZHANG et al., 2017). Desta forma, a avaliagdo de seguranca de
medicamentos e a toxicidade reprodutiva é dificultada, necessitando de uma estratégia
para a realizacdo de testes de fase pré-clinica que viabilizem a monitoracéo e a pés-
comercializacdo (KUNA et al., 2018).

O desenvolvimento de um novo medicamento apresenta fases bem distintas que
tem como objetivo assegurar a qualidade e seguranca de substancias que,
eventualmente, serdo utilizadas como farmacos, aléem disso, pesquisas nesse sentido
representam um importante avanco para economia de um pais (VELOSO CAIXETA;
BINSFELD, 2013). Um medicamento que é comercializado, certamente passou por
esses testes e apresenta uma relacdo risco/beneficio bem definida para que os 6rgéos
responsaveis pela fiscalizacdo e registro permitam a sua utilizacdo. No entanto, a
automedicacdo e o crescimento populacional demandam um investimento maior no
desenvolvimento de farmacos, principalmente em farmacos cuja dose para intoxicacao
do paciente é muito pequena (baixo limite terapéutico) (U.S. FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2018a).

De forma a aumentar a oferta e melhorar a eficacia de diversos medicamentos
estudos vem, significativamente avancando nas ultimas décadas, visando a producéo de
nanofarmacos (BOMBARDIERI et al.,, 2010; SARWAL et al.,, 2019). Esta técnica
consiste em produzir medicamentos em escalas nanométricas, ou seja, produzir
nanomedicamentos com tamanhos de 1x10°m (um bilionésimo do metro). Farmacos
com tamanho nessa ordem de grandeza, atravessam com facilidades membranas

celulares e possibilitando direcionamento (targeting) para o local de interesse tornando-
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0 mais seletivo e eficazes. Além disso, mudancas fisico-quimicas podem ser aplicadas,
potencializando sua acdo.(ALAM et al., 2014; GAMMON; DOLD; JEWELL, 2016).

Dentre as diversas areas de aplicagdio da nanotecnologia, a &rea de
nanomedicina/nanofarmacos é uma das maiores, pois, permite o desenvolvimento de
novos produtos farmacéuticos com grande aplicabilidade, biocompatibilidade e
biodegradabilidade (JEANNOT et al., 2016).

Por este motivo, a preocupagdo com o uso de nanoparticulas em humanos vem
aumentando, consideravelmente, principalmente com particulas de 1-100 nm
(VALSAMI-JONES; LYNCH, 2015). O processo de absor¢do das nanoparticulas no
corpo humano ocorre por vias dérmica, ocular, respiratéria e gastrointestinal. A
capacidade de acumulacdo estd associada ao tamanho, forma e caracteristica de
superficie (MILLER et al., 2017). Assim, uma visdo ampla e geral sobre impactos
biologicos ndo sdo totalmente conhecidos, em particular em popula¢bes alvo, como
mulheres gravidas, uma vez que o conhecimento sobre a interacdo e comportamento das
NP’s com a placenta ¢ limitado (MALYSHEVA; LOMBI; VOELCKER, 2015).
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Fecundacéo — Gestacéo

A fecundacédo pode ocorrer até trés dias ap0s a relacdo sexual devido as
caracteristicas do espermatozoide, contudo, em um prazo de 24 horas apos a
ovulacdo na tuba uterina ja pode ocorrer a fecundacdo (Figura 1) (KEITH L.
MOORE, 2013; VAILLANCOURT; LAFOND, 2009).

O espermatozdide aproxima-se do ovécito (Figura 2) e no primeiro
contato com a membrana plasmatica ocorrem modificagdes chamadas de
reacdo zonal, que evitam que outro espermatozdide (Figura 3) entre no ovacito.
Em seguida, por meio de mdaltiplas divises meidticas, forma-se o oOvulo.
Anteriormente a entrada no citoplasma do évulo, o espermatozoide perde a sua
calda, e os prondcleos masculino e feminino se fundem, ocorrendo a mistura
cromossdmica parental, dando origem ao zigoto (RAMOS-IBEAS et al., 2019;
THEUNISSEN; JAENISCH, 2017).

Em um periodo de até 30 horas, o zigoto sofre repetidas divisdes
mitoticas, dando origem a morula (Figura 4) (FONG et al., 2004; ZHIGALINA
et al., [s.d.]). Essa é entdo direcionada para o utero, onde ocorre a divisdo em
duas partes: i) Trofoblasto e ii) Embrioblasto. O Trofoblasto séo células
delgadas que dardo origem a placenta e o Embrioblasto ird dar origem ao
embrido primordial (Figura 5) (GALLEGO et al., 2010; SATHANANTHAN,
1997).

Figura 1 - Aparelho Reprodutor Feminino

Fundo do Utero

Cavidade Uterina

Ampola

ol
Endométrio
Miométrio

Perimétrio

Vagina 2
Vagina

Fonte: Adaptacdo de Moore, 2013
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Figura 2 - Gameta Feminino (Ovdcito)

Células foliculares
da carona radiata

- Citoplasma

Nideo

N Zora pelicida

Fonte: Moore, 2013

Figura 3 - Gameta Masculino (Espermatozdide)

Acrossoma

Pega principal da cauda

Peca Intermadidrin”
da cauda

Feca terminal da cauda

Fonte: Moore, 2013



Figura 4 - Sequéncia de Eventos Pos Fecundacédo

Ovocito Fecundagio

/\ \ .

Blastocisto
{4 dias)

Fonte: Adaptacdo de Moore, 2013

Figura 5 - Blastocito

Cavidade do Blastocisto

Trofoblasto

Embrioblasto

Fonte: Adaptacdo de Moore, 2013
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1.2. Placenta

A Placenta é um 06rgdo dividido em porges fetais e maternais.
Juntamente com o corddo umbilical, a placenta é responsavel pela transferéncia
de substancias entre mée e feto (LEE et al., 2016; SALAZAR et al., 2019).
Desempenham fungdes que ao nascimento serdo realizadas pelos pulmdes e
rins, tais como passagem de nutrientes e oxigénio materno para o feto, balango
hidrico, excrecdo de didxido de carbono e conservacdo do pH fetal (CHAVES
et al., 2009; STANLEY; BAILLARGEON; SELK, 2019).

Durante todo o periodo de gravidez a placenta aumenta de tamanho em
decorréncia da expansdo uterina. Sua area superficial pode corresponder 15 a
20% da é&rea do utero (SHALLIE; NAICKER, 2019; VEGA; MAURO;
WILLIAMS, 2019). A placenta tem caracteristicas discoides com didmetros de
15 a 25cm, possui cerca de 3cm de espessura e pesa de 500 a 600g (Figura 6).
Em até 30 minutos ap0s o0 nascimento a placenta é expelida do dtero
(T.W.SADLER, 2016; VOUSDEN; NATHAN; SHENNAN, 2018).

Uma placenta madura possui cerda de 150mL de sangue que sao
trocados de trés a quatro vezes por minuto. O sangue materno e fetal é
separado por uma membrana formada por quatro camadas, mas essa membrana
se torna mais fina a partir do quarto més e proporciona um aumento na troca
sanguinea entre mée e feto. As principais fungdes da placenta envolvem a troca
de produtos gasosos e metabolicos, armazenamento, excrecdo, protecdo e
producdo de horménios (BUSE; MARKERT, 2019; IMMANUEL;
SIMMONS, 2018).

A troca gasosa, por exemplo, ocorre por difusdo simples onde o feto é
capaz de extrair até 40 mL de oxigénio por minuto da circulacdo materna e
qualquer interrupcdo neste fornecimento, mesmo que por um breve momento,
pode ser letal para o feto. Ainda neste sentido, a troca de nutrientes e
eletrélitos, tais como aminoacidos, é&cidos graxos livres, vitaminas e
carboidratos é exponencialmente aumentados com o decorrer da evolucdo da
gestacdo (GOMES FERNANDES et al., 2018; MANTAKAS et al., 2018;
NOGUES et al., 2019; SEFEROVIC et al., 2019).

A funcéo da placenta em protecéo e nutrigdo do feto a capacita para que

a partir do quarto més de gestacdo ela possa produzir progesterona para suprir
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o feto caso a mée tenha algum problema que leve a ndo produgdo deste
hormonio. Além disso, a placenta produz niveis elevados do horménio
estrogénio, principalmente estriol, que é o responsavel pelo crescimento
uterino e desenvolvimento de glandulas mamarias (BOVE et al., 2018; VEGA;
MAURO; WILLIAMS, 2019).

Muito embora seja chamada de barreira placentéria, a placenta nao é
uma barreira efetiva ja que inUmeras substancias sdo capazes de atravessa-la
sem muitas dificuldades. Um grande exemplo sdo o0s virus como o
citomegalovirus, rubéola, variola, varicela, sarampo e poliomielite que
atravessam a placenta com facilidade e uma vez instalados podem levar
defeitos congénitos e morte do feto. Além dos virus, substancias como
farmacos e metabolitos de farmacos atravessam a placenta e causam danos
graves ao embrido (KARAHODA; CECKOVA; STAUD, 2019; KEITH L.
MOORE, 2013; MARANDA; SUNSTRUM; DROUIN, 2019; PAPARINI et
al., 2019)

A placenta primitiva é formada na segunda semana de gestacdo quando
se inicia uma rapida proliferacdo dos trofoblastos (FURUKAWA; TSUJI;
SUGIYAMA, 2019). O blastocito invade e se aprofunda no endométrio uterino
e partir disso, ocorre o desenvolvimento do saco coridnico e das vilosidades
coribnicas. A parte pertencente ao feto da placenta adere a parte materna
através do citotrofoblasto que é a camada externa das células trofoblasticas
contidas na superficie maternal da placenta (DESOYE, 2018; TURCO et al.,
2018). No final da terceira semana as células mesequimais da vilosidade
coribnica se diferenciam em capilares sanguineos que dard origem a rede
capilar arteriovenosa. Esses capilares se ligam a vasos sanguineos do corio e
estabelecem comunicacdo com o embrido através de uma estrutura que se
especializard em corddo umbilical (SIBLEY et al., 2018; THOENE et al.,
2019).

O endométrio gestacional passa a ser chamado de decidua, um anexo
embrionario pertencente somente a classe dos mamiferos que demarca a bolsa
amniotica e que se desprende apos o parto (HAWKINS et al., 2018; KOREN;
ORNOY, 2018). Este anexo € divido em trés partes: i) decidua basal, nome
dado a regido maternal, entre o blastdcito e o endométrio; ii) decidua capsular,

regido afastada do feto e compreende o blastdcito implantado coberto pelo
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endométrio e separado da cavidade uterina; iii) decidua parietal, todos as
regides do endométrio proximas ao embrido (Figura 7) (BURTON;
JAUNIAUX, 2018; D’IPPOLITO et al., 2018; MUTER et al., 2018; OKADA;
TSUZUKI; MURATA, 2018).

N&o obstante, a circulacdo placentaria materna e fetal sofre intensas
mudancas. O sangue materno oxigenado adentra a decidua basal pelas artérias
espiraladas e preenche os vilos coriénicos (JAMES et al., 2018; PRATESI et
al., 2018). Posteriormente, o sangue desoxigenado deixa esses espacos pelas
veias endometriais através das contrages periddicas uterinas. Estas contracdes
sdo as responsaveis pela drenagem sanguinea dos espacos intervilosos (CARR
et al., 2015). Neste sentido, a circulacdo fetal também possui as suas
particularidades. O sangue chega ao feto através das veias coribnicas, e 0
sangue desoxigenado deixa o feto através das artérias umbilicais. Estas artérias
estdo ligadas a superficie da placenta e se dividem em muitos ramos até o vilo
coribnico. Estas veias e artérias se confluem e formam a veia umbilical
(REDLINE, 2015; SHIVALLLI, 2015; SZUKIEWICZ et al., 2018).

Em caso de mdaltipla gravidez, a placenta serd dependente de dois
fatore: i) o niumero de zigotos os quais membranas e feto derivam e ii) o
momento da separacdo do blastbmero (MATSUBARA; TAKAHASHI; USUI,
2018). Nesse caso se pode destacar os casos de gravidez dizigoto ou fraterna
como a mais comum. Nesta gravidez, os fetos sdo derivados de dois zigotos
que serdo implantados separadamente e por este motivo cada um desenvolvera
sua propria placenta, amnio e saco coridénico (Figura 8) (LEVIN et al., 2018;
SULUKHIA et al., [s.d.]). Durante o desenvolvimento da gravidez as placentas
podem se unir devido a proximidade, este fato também pode ocorrer com o
saco corionico. Os individuos resultantes desta unido possuirdo constituicdo
genéticas distintas e podem ou ndo ser do mesmo sexo (BACH et al., 2017,
BOEKHOFF et al., 2018; ZHOU; HUANG, 2018).

Um outro tipo de gravidez maltipla é a gestacdo de gémeos
monozigédtico, neste caso os fetos sdo resultantes de um Unico zigoto e podem
ou ndo dividir suas placentas, amnio e saco coribnico (GLANC et al., 2017,
SCHULTZ et al., 2017). Acredita-se que nesse caso 0s fetos gémeos sejam
consequéncia de uma divisdo completa do zigoto em momentos diferentes ou

da separagdo precoce de um blastdbmero em dois na mesma zona peldcida (KO
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et al., 2018). ApOs o0 desaparecimento desta zona o0s blastdmeros s&o
implantados separadamente dando origem a dois ou mais fetos (Figura 9).
Casos de gestacdo tripla, quadrupla ou quintupla sdo extremamente raros, e
podem ser derivados de um mesmo zigoto ou mais de um (FILL
MALFERTHEINER et al., 2018; OBERG et al., 2018).

A placenta € um 6rgdo que assim como 0S outros pode apresentar
problemas na sua formagao ou no seu funcionamento, por isso existem algumas
anomalias que podem acometer a placenta durante a gravidez e no pés parto
(PERRIERA; ARSLAN; MASCH, 2017; ZHOU; HUANG, 2018). Um destes
problemas é o descolamento de placenta, que configura um desprendimento da
placenta da parede do Utero e pode ocorrer em consequéncia a quedas,
acidentes automobilisticos, excesso de atividade fisica, infec¢des, deficiéncias
de coagulacdo, falha em procedimentos cirurgicos anteriores, entre outros
(CARR et al., 2015). N&o ha tratamento para essa situagédo, se recomenda o
repouso absoluto e acompanhamento médico. Geralmente aguarda-se até que a
gestacdo atinja a 34° semana para antecipacdo do parto, uma vez que esta
condicao coloca em risco a vida da gestante e do feto (CHEN et al., 2019; CUI
et al., 2017).

Outro problema relacionado a este 6rgéo € a insuficiéncia placentéria.
Neste caso a placenta oferece uma quantidade menor que a necessaria de
sangue ao feto. Geralmente esta relacionada a problemas maternos como
diabetes e hipertensdo, mas também ocorre pelo uso de medicamentos, fumo
ou ingestdo de drogas (SCHJOLDAGER et al., 2017). O tratamento consiste no
diagndstico e tratamento da doenca subsequente. Recomenda-se repouso e
acompanhamento médico continuo. A placenta prévia é outra situacdo
relacionada ao posicionamento da placenta (BERLAC et al., 2017). Neste caso,
a placenta se implanta na parte inferior da regido uterina cobrindo parcialmente
ou totalmente o colo do Utero. Quando esta condicdo é observado no inicio da
gestdo ela ndo é tratada como um problema ja que a placenta ainda pode
movimenta-se e mudar de local. Apds o avanco da gestacdo, se ndo houver a
mudanca de posicdo da placenta podem ocorrer sangramentos e parto
prematuro (GIBBINS et al.,, 2018; HADDAD et al., 2018). Em fases mais
avancadas da gravidez, se esta condi¢do for observada, recomenda-se o parto
cesariana (MATSUBARA; BABA; TAKAHASHI, 2018).
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A placenta acreta é uma condicdo caracterizada pela implantacéo
profunda da placenta na parede do Utero ou a decidua, € uma condigdo
obstétrica grave (HUSSEIN et al.,, 2019; MOHR—SASSON et al., 2018).
Neste caso, apds o parto, se a placenta for removida podem haver hemorragias,
além disso, podem ocorrer parto prematuro, sangramentos ao final da gestacdo
e danos ao Utero que levem a histerectomia (remocéo total do Utero e anexos)
(KER; LONG; SHEN, 2018; TAKEDA et al., 2018; ZHANG et al., 2018a).
Acredita-se que esta condicdo esta associada a ocorréncia de placenta previa
em algum momento da gestacdo ou a cesarianas anteriores (DOLIN; MEHTA-
LEE, 2018). Apds o parto pode haver a necessidade de procedimentos como a
curetagem ou curagem uterina, técnica cirdrgica que consiste na retirada de
material placentario ou endometrial da cavidade uterina. Similar a placenta
acreta, ainda podem ocorrer casos de placenta increta, que consiste na
implantagéo da placenta em camadas mais profunda da regido uterina atingindo
a regido do miométrio (muscular) e placenta percreta, neste caso a placenta
penetra tdo profundamente que atinge a regido do peritbnio visceral
(BOOKER; MOROZ, 2018; KAUFMAN; TADROS, 2018; XIONG et al.,
2019). Em ambas as situacBes o tratamento consiste em intervencdo cirirgica
devido as chances de hemorragia (NILES et al., 2019; ZHANG et al., 2018b).

Uma outra condi¢do que pode ocorrer com a placenta ap0os o parto € a
retencdo placentaria, neste caso, depois da saida do feto a placenta ndo é
expulsa em sua totalidade permanecendo retida em partes na regido uterina
(ISHIBASHI et al., 2018; OZDEMIRCI et al., 2019; XIE et al., 2017). Esta
situacdo pode ser percebida semanas apds o parto, pois, causam sintomas tais
como: secre¢des vaginais com mau odor, febres, colicas e producéo tardia de
leite (CUI et al., 2017; XIONG et al., 2019). Sendo assim é possivel
administrar medicamentos que causem a expulsdo da parte restante ou a
utilizacdo de ferramentas cirlrgicas para a retirada manual. Nestas situacéo,
recomenda-se que a paciente faca uso de antibidticos para o controle de
possiveis infeccoes (ALBRIGHT et al., 2019; ALOUINI et al., 2019; PENG et
al., 2018).
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Figura 6 - Placenta Humana
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Figura 7 - Deciduas durante a gestacdo
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Figura 8 - Placenta de Gravidez Mdltipla

Fonte: Fleury, 2018

Figura 9 - Implantacdo do Feto
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Fonte: Stevens & Lowe — Histologia Humana, 2014
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1.3.Fisiologia da Gestagdo

Durante o periodo de gestacéo, toda a fisiologia feminina é alterada em
prol de uma adaptacdo necessaria para a formagdo do feto, desta forma, toda a
farmacocinética e farmacodindmica estdo alteradas (COLLIER et al., 2019;
HALPERN et al., 2019). Nesse periodo, ha mudancas na motilidade intestinal e
esvaziamento gastrico. Néo obstante, hd& um aumento intrinseco no volume
sanguineo e taxa de filtracdo glomerular fica aumentada (JOGIRAJU et al.,
2017; MALM; ELLFOLK, [s.d.]; PARIENTE et al., 2016).

No decorrer da gravidez ha um aumento significativo no volume
sanguineo, cerca de 40%. Esse aumento € observado na expansdo do numero
de elementos sanguineos, como por exemplo, eritrocitos e leucdcitos na
circulagdo (CECILIO et al., 2015; HEEREN et al., 2015). Neste mesmo
sentido, também é possivel observar um aumento do volume plasmético em
detrimento ao desempenho clinico variante de uma gestante para outra durante
0 periodo gestacional. Este aumento se faz necessario para arcar com a
modificacdo do sistema vascular e a queda do débito cardiaco materno
(ILACQUA et al., 2018; TABUCHI et al., 2018).

Ao longo da gestacdo hd uma maior necessidade de transporte de
oxigénio sanguineo para o feto, por esse motivo, o numero de globulos
vermelhos € controlado em fungdo diretamente da viscosidade sanguinea e
resisténcia vascular periférica e ficam mais evidenciadas a partir da 20° semana
de gestacdo (ALBERTINI, 2018; IMPERIO et al., 2019; PRADILLO;
SANTOS, 2018). Alem das modificacbes sanguineas, a gestacdo ¢ marcada
pela omissdo do sistema imunologico. Tal fato esta associado a acomodacéo do
feto no organismo materno e pode ser observado pela baixa na producédo de
citocinas durante toda a gestacio (GOONEWARDENE; SHEHATA,;
HAMAD, 2012; NISHIGUCHI et al., 2019).

As alteracdes relacionadas ao endotélio vascular, ao fluxo sanguineo,
fatores de coagulacdo e anticoagulacdo e fibrinogénio ocorrem devido aos
mecanismos adaptativos da gestacdo, porém, podem gerar estados de
hipercoagulacdo e compressdo dos vasos que elevam os riscos de trombose na
gravidez (COTTRELL et al.,, 2018; SOMSUAN et al., 2019). Todas essas
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alteragcbes acontecem concomitantemente ao aumento dos hormdnios
estrogénio e progesterona e 0 aumento da massa corporal juntamente a reducéo
metabolica (DZIEKONSKI et al.,, 2018; LIAO, 2019; ODALOQVIC et al.,
2013).

Outras mudancas importantes ocorrem no perfil enddcrino, uma vez
que as adaptacdes fisiologicas maternas sdao hormdnio-dependente. Entre as
alteracbes merecem destaque: elevacdo do estrogénio, este horménio é o
responsavel por uma maior deposicdo de tecido adiposo nos seios, atua sobre a
producdo de leite, tamanho dos ductos e relaxamento dos ligamentos pélvicos
permitindo uma maior facilidade para a passagem do feto no momento do
nascimento (DEKKERS et al., 2019; SACHDEVA; PATEL; PATEL, 2009).

A progesterona atua diretamente no preparo do Utero para a recep¢ao do
ovulo fertilizado, além disso, atua na secrecdo de leite pelas mamas. Atua na
inibicdo da contratura uterina impedindo que o dvulo fertilizado seja expulso
do Utero nos estagios iniciais, e nos estagios mais avancados da gravidez, evita
que o feto em desenvolvimento seja expulso antes do momento do nascimento
(NILES et al., 2019; ZAKEN; KOHEN; ORNOY, 2000).

A gonadotrofina coridnica humana (HCG) é a responsavel pelo
funcionamento do corpo liteo nos primeiros meses de gestacdo, sem a presenca
do corpo luteo ndo ha secrecdo de estrogénio e progesterona e 0
desenvolvimento do feto seria limitado levando a sua eliminagdo em poucos
dias ap0s a fecundacdo (XIONG et al., 2019; YAKOOB; BHUTTA, 2011).

A somatomamotropina coridnica é a responsavel pela nutricido fetal e
possui acdes importantes sobre o metabolismo da glicose materna. Este
horménio auxilia no crescimento fetal e suas funcGes nesse momento sdo
semelhantes as funcdes do horménio do crescimento (DEFOORT; KIM;
WINN, 2006; HENDERSON; MACKILLOP, 2011; NGALA et al., 2017).

Além de todas as modificacbes hormonais relativas, diretamente, aos
horménios envolvidos na gestacdo, todas as glandulas enddcrinas sofrem
alteracdes, a exemplo disso tem-se a tiredide que nesse momento passa a
mimetizar um comportamento hipetiredidico, causando sintomas tais como:
taquicardia e palpitaces, todos esses eventos tém inicio na 6° semana de
gestacdo e permanecem até a 30° semana (BAKER et al., 2017; LIU et al.,
2019; WLOCH; PALASZ; KAMINSKI, 2009).
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Tabela 1 - Alterages Fisioldgicas a curto prazo induzidas pela gravidez.

. . Niao .
Sistema ( Referéncia) Parimetro Grividas Gravidas
Débito cardiaco [ L Min] 40 6.0
Frequéncia cardiaca [batimentos por minuto] 70 90
Cardiovascular
Volume de bragada [mL] 65 85
Volume Plasma [L] 2.6 35
Capacidade pulmonar total [mL] 4225 4080
Respiratorio Volume residual [mL] 965 770
Volume corrente [mL] 485 680
Fluxo sanguineo da veia porta [L / min] 1.25 1.92
Figado Fluxo sanguineo da artéria hepatica [L / min] 0.57 1.06
Taxa de filtragdo glomerular [mL / min] 97 144
Renal
Creatinina sérica [mg / dl] 0.7 05

Fonte: Adaptacdo Feghali, 2015

1.4.Utilizacdo de medicamentos durante a gestacao

Os medicamentos sdo parte fundamental para garantia de bem estar ao
paciente, seja ele fisico ou mental. O uso de medicamentos esta associado a
manutencdo da vida, uma vez que proporciona uma reducdo significativa na
incidéncia de doencas, bem como sdo fundamentais para a resolugédo de riscos
inerentes ao ser humano (ANVISA, 2016; FEGHALI;
VENKATARAMANAN; CARITIS, 2015). Por tanto, alguns critérios devem
ser utilizados para o estabelecimento de uma relacdo risco/beneficio durante
um tratamento medicamentoso evitando que os efeitos adversos sejam maiores
que os efeitos terapéuticos (BOOKSTAVER et al., 2015; MOSEGUI, 2010;
OZTURK et al., 2018).

A gestacdo é um periodo onde todas as alteraces fisiologicas maternas
progridem a favor do desenvolvimento fetal e da placenta. Estas alteracGes

podem culminar no progresso de doengas anteriormente existentes ou resultar
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em disturbios relacionados a propria gestacdo (HAAS et al., 2012; ITO, 2016).
Neste mesmo sentido, o comportamento farmacolégico dos medicamentos é
completamente alterado durante a gestacdo. A biodisponibilidade de
medicamentos esta associada a sua chegada a corrente sanguinea. O fluxo
sanguineo do local e a vasodilatacdo estdo relacionados ao tempo desde a
absorcdo até o efeito do medicamento. Durante a gestdo sdo observados
nauseas e vOmitos nos estagios iniciais, além disso, a producdo de &cidos
gastricos é diminuida enquanto a secrecdo de muco € aumentada, somado a
isso, se pode ainda destacar as disfuncdes de motilidade intestinal (BOGEN et
al., 2013). Tais fatos tém influéncia direta no pH da regido estomacal e
eliminacdo de substancias do corpo, e consequentemente, influenciam na
biodisponibilidade dos farmacos que sdo administrados, principalmente por via
oral (AYAD; COSTANTINE, 2015; MULLER et al., 2010).

Dessa forma, e dada as dificuldades associadas as metodologias efetivas
que assegurem a eficacia e seguranca do medicamento em condices de
gravidez estudos pormenorizados sdo necessarios, de modo a evitar situacdes
como a ocorrida com a talidomida (MANSOUR; BAPLE; HALL, 2019; ZENG
et al., 2019). Nas décadas seguintes ao ocorrido com a talidomida, alertas sobre
0 uso de medicamentos durante o periodo de gestacdo foram amplamente
divulgados. Culminando com a publicagdo em 1979, pelo FDA das cinco
categorias e risco potencial, que um medicamento pode causar, quando usados
durante a gravidez (Tabela 2) (FDA/CDER/SBIA, 2015).

De modo a evitar-se a repeticdo de um evento semelhante, em especial
com o avanco da nanomedicina e da nanotecnologia farmacéutica, estudos
nesse campo devem ser priorizados (EMA; GAMO; HONDA, 2016; MUOTH
et al., 2016). A aplicacdo de nanoparticulas (NP’s) na medicina oferta
vantagens exclusivas no direcionamento de medicamentos para células ou
tecidos especificos uma vez que, permite o decoramento superficial com
diferentes ligantes e assim minimizar efeitos adversos indesejaveis
(LOFTHOUSE et al., 2016; VERNER et al., 2016).

O desenvolvimento de terapias fundamentadas na utilizagdo de NP’s,
em especial as terapias voltadas ao tratamento de gestantes e/ou fetos, deve
incluir uma profunda compreensdo sobre os mecanismos de transferéncias

placentdria, bem como as caracteristicas da funcionalizagdo de NP’s e o
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comportamento no organismo humano (BROOKFIELD et al., 2016). Este
detalhamento se torna imprescindivel para o avango do tratamento de mulheres
gestante, desta forma permitir que erros sejam evitados e que 0 uso de
medicamentos por mulheres gestante ndo represente riscos ao feto (KACHUEE
et al., 2019; MAO et al., 2019).

Tabela 2 - Categoria de Riscos para a Gravidez segundo a FDA.

CATEGORIA DE RISCO PARA A GRAVIDEZ

. Estudos controlados  Estudos controlados e realizados adequadamente
Categoria

A mostram nio haver  em mulheres gravidas niio mostram riscos para o Levotiroxina, Acido Falico, Liotironina
risco. feto
Estudos realizados em animais mostram riscos
Categoria  Sem evidéncia de quendo podem ser comprovados. Na espécie Metformina, Hidroclotiazida, Ciclibenzaprina,
B risco humano humana ou nio hd estudos adequados ou os testes Amoxicilina. Pantoprazol

em animais foram negativos.

Nioha estudos em humanos. Estudos em animais
Categoria  Oriscondopodeser  podem ser positivos ou ainda nio terem sido
L afastado realizados. Os beneficios em potencial justificam
0 us0.

Tramadol, Gabapentina, Amlodipina, Trazodona

Dados obtidos pos comercializagio ou
Categoria  Evidenciapositiva  preliminarmente demonstram riscos ao feto.Os  Lisinopril, Alprazolam, Losartana, Clonazepam,
D dersco beneficios em potencial podem ser maiores que Lorazepam
ostscos em potencial.
Estudos em humanos e animais e dados pos Atorvastatina, Sinvastatina, Vafarina,
Metotrexato, Finasterida

Categoria  Contra-indicadana

: comercializacio demonstram riscos ao feto e nio
X gravidez

justificam sua utilizagio.

Fonte: Adaptacdo de FDA, 2015

1.5.Passagem Transplacentaria e Risco ao Feto

Os medicamentos candidatos a introdu¢édo no mercado passam por uma
avaliagdo de toxicidade de desenvolvimento reprodutiva realizada pelo Food
and Drug Administration (FDA) (U.S. FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2018b). Esta avaliagdo preocupa-se com a andlise de
seguranga de estudos realizados em animais e busca identificar riscos potencias
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destes medicamentos a fertilidade masculina e feminina, saide maternal e fetal
durante a gestacdo e saude neonatal pds o uso destes medicamentos durante a
amamentacdo (GRANDIN et al., 2019; LEWIS; CHILDS; CALDER, 2018;
TARUI et al., 2018). Os dados oriundos destes estudos séo fundamentais para a
avaliacdo da seguranca humana, uma vez que esta toxicidade ndo pode ser
avaliada em humanos. Os dados em humanos estardo disponiveis apenas ap0s
registro e relatorios de caso (CAVALLI; BARALDI; CUNHA, 2006;
CHAVES et al.,, 2009; U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION,
2018a).

Durante a gestacdo pode ser necessario 0 uso de diversos medicamentos
(MARIETTE et al., 2018; ZHENG et al., 2019). Nas ultimas décadas diversos
estudos abordaram a utilizacdo de classes medicamentos e seus efeitos sobre a
gestacdo e o feto. Dentre essas classes destacam-se 0s anticonvulsivantes e 0s
anestésicos (CARVALHO et al., 2018; RIBEIRO et al., 2018; SOUZA et al.,
2019).

Foi comprovado que a placenta possui transportadores com fungdes de
eliminacdo da circulacdo fetal de substancias consideradas tdxicas, isso inclui
substancias endogenas e exogenas (BARDON et al., 2017; SAKAMOTO et al.,
2018; UGELE et al., 2003; YOUNG; ALLEN; AUDUS, 2003). Entretanto,
estes transportadores interagem apenas com alguns compostos e a forma como
isso ocorre ainda ndo pode ser totalmente esclarecida devida a dificuldade de
realizacdo de testes durante o periodo de gestacdo. Segundo Langer e Kraemer,
um exemplo de farmaco que é retirado da circulacdo fetal e retoma apenas a
circulacdo materna é o glibenclamida, um hipoglicemiante oral, utilizado em
pacientes com diabetes gestacional (HU et al., 2017; JEONG et al., 2018;
KRAEMER et al., 2006; LANGER et al., 2000).

Neste mesmo sentido, doencas neuroldgicas como a epilepsia, afetam
pessoas em todo o mundo e a utilizacdo de medicamentos carece de um
consenso uma vez que, ainda ndo foi demonstrado a seguranca de nenhum
anticonvulsivante para uso durante a gravidez (ISHIGURO et al., 2018;
KOREN; BERKOVITCH; ORNOY, 2018). Fricker-Galindo e Singh
demonstram que as drogas antiepiléticas, tais como: carbamazepina,

oxcarbazepina, valproato, hidantoina, fenitoina e primidona, sdo capazes de
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atravessar a placenta e atingirem concentracGes fetais iguais ou muito maiores
que a materna (FRICKE-GALINDO et al., 2018; SINGH; GUPTA, 2018).

Uma das classes medicamentosas de uso recorrente durante a gestacao é
a classe dos anestésicos. Dentre os farmacos dessa classe, o mais utilizado para
a conducdo do trabalho de parto é a lidocaina, que é transportado através da
placenta por difusdo simples, ou seja, ele é depende do gradiente de
concentragdes do ativo (COMPTOUR et al., 2016; GRONNESTAD et al.,
2017; WANG et al., 2016). As concentracfes sanguineas e a distribuicdo fetal
ndo podem ser determinadas. Também pertencente a esta classe, a bupivacaina
que é a anestesia de escolha para aplicacdo epidural. Este medicamento possui
alta toxicidade ao sistema nervoso central desencadeando crises convulsivas e a
sua margem de seguranca é menor comparada a outros anestesicos (ADIBI;
ZHAO, 2017; LUFFER-ATLAS et al., 2018; QIAO et al., 2018).

A bupivacaina atravessa a placenta por difusdo passiva, ou seja, €
dependente das concentracdes de proteinas plasmaticas maternas e fetais. A
capacidade da placenta de acumular bupivacaina esta diretamente relacionada
ao pH fetal (DUARTE et al, 2011; MORISHIMA et al.,, 2000). Este
medicamento pode causar bradicardia e hipotonia generalizada ao feto. Alem
disso, frequentemente, a bupivacaina é associada a opioides, tais como a
fentanila e a sulfentanila para anestesia e analgesia obstétrica (DE BARROS
DUARTE et al., 2009; MACCHIAVERNI et al., 2015; PONTICELLI;
MORONI, 2018). Mesmo usadas a nivel espinhal durante o trabalho de parto, a
fentanila pode atingir niveis sistémicos e causar efeitos duradouros que levem a
bradicardia, diminuicdo do ténus e depressdo respiratoria ao feto. Este fato esta
ligado, geralmente, a doses repetitivas de analgesia durante o trabalho de parto
(HEIKKINEN et al., 2017; MOISES et al., 2005; PAN et al., 2017).

A passagem de substancias pela barreira transplacentaria em diferentes
fases da gestacdo expOe a regido intra-uterina e facilita a manifestacdo de um
desenvolvimento anormal do feto. Nas duas primeiras semanas de gestacdo as
células embrionarias sdo indiferenciadas e totipotentes, se houver lesdo
quimica as células podem se regenerar e evoluirem normalmente
(AENGENHEISTER et al., 2018; CARVALHO et al.,, 2018; O’CONNOR,
2018). Entretanto, em casos onde a lesdo quimica é extensa, ou seja, atinge um

grande numero de células, pode ocorrer a morte precoce do embrido. A partir
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da terceira semana tem inicio um periodo de intensa proliferagdo e
diferenciacdo celular onde serdo formados todos os 0Orgdos e sistemas
embrionarios (CHAI; CHENG; JIANG, 2019; FRACCHIOLLA et al., 2017).
Neste periodo qualquer alteracdo no desenvolvimento celular resulta em
malformacdes, por isso, considera-se 0s trés primeiros meses de gestacdo como
fundamentais e determinantes para o desenvolvimento correto do feto
(CASTANHA et al., 2016; DZANIBE et al., 2016; NITSCHE et al., 2016;
SCHUURMAN et al., 2019; VERSMISSEN et al., 2016).

Durante o periodo organogénese, ou seja, momento onde os folhetos
germinativos diferenciam-se e formam os Orgdos e sistemas internos, a
exposicdo intra-uterina a agentes quimicos podem interferir no crescimento
fetal e no desenvolvimento dos sistemas em formacdo, principalmente o
sistema nervoso central (PERAZZOLO et al., 2017; SCHALKWIJK et al.,
2018; TANAKA et al., 2017). As exposicdes nesse periodo podem levar a uma
deficiéncia intelectual (retardo mental) e alteragdes funcionais dos 6rgaos
atingidos (FUJITANI et al., 2015; ISHIHARA-HATTORI; BARROW, 2016;
ZHANG et al., 2016).

1.6.Nanotecnologia

A nanotecnologia € um ramo da ciéncia que se dedica ao estudo de
estruturas em escalas atbmicas e moleculares. Ela pode ser aplicada as mais
variadas areas de estudo, contudo, nas Ultimas décadas o setor que mais vem se
destacando é o desenvolvimento de nanoparticulas aplicadas a terapia e
diagnostico de doencas (AMIRI; SALAVATI-NIASARI; AKBARI, 2019;
CHENG et al., 2019; SIVASUBRAMANIAN; CHUANG; LO, 2019; TERAN-
NAVARRO et al., 2019). O mercado em nanomedicina avaliado em 350.8
bilhdes de dolares, vem revolucionando a medicina e permitindo a utilizacéo de
particulas nanométricas para fins diagnosticos e terapéuticos (GRAND VIEW
RESEARCH, [s.d.]). Além disso, proporciona um tratamento menos invasivo e
de alta eficacia (ARAMI et al., 2019; BHARDWAJ; KAUSHIK, 2017; CAl et
al., 2019; HUSSAIN et al., 2019; SALEH et al., 2019).
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O sucesso no uso de nanotecnologia na medicina se deve as
caracteristicas Unicas que uma nanoparticula pode apresentar, dentre elas
podemos destacar a biodegradabilidade, biocompatibilidade e escalabilidade
industrial, efeito de permeabilidade e retencdo (efeito EPR) e baixa toxicidade
(BOHREY; CHOURASIYA; PANDEY, 2016; BRAND et al., 2017; LADJU
et al., 2018; MAURER-SPUREJ; CHIPPERFIELD, 2016; MOUSAVI et al.,
2019; PRASAD et al, 2018, RAU; DE SANTIS; CIOFANI, 2017;
RAVANSHAD et al., 2018).

N&o obstante a nanotecnologia permite o aperfeicoamento de
medicamentos ja em uso, em especial aumentando seu direcionamento a um
alvo especifico, assim como melhorando seu perfil de liberacdo aumentado e
possibilitando a  identificacio de alvos intracelulares.  Alguns
nanomedicamentos apresentam ensaios promissores, em especial na oncologia,
estando muitos em fase de testes clinicos. A caracteristica que mais chama
atencdo nesses nanomedicamentos é a diminuicdo dos efeitos adversos (CHEN
et al., 2017; GROTZ et al., 2018; KORANI et al., 2018; PATRA et al., 2018;
RAMANATHAN et al, 2018; SAIDI; FORTUIN; DOUGLAS, 2018;
SELVAM et al., 2018; SHANMUGANATHAN et al., 2019; UPPAL et al.,
2018; WEN et al., 2018; YANG et al., 2017).

Os nanomedicamentos podem apresentam algumas caracteristicas
intrinsecas, dentre elas: i) tamanho, ii) potencial zeta; iii) agentes decoradores
de superficie, iv)area superficial, v)biodistribuicdo, vi) biocompatibilidade, vii)
toxicidade  que podem influenciar no seu perfil farmacoterapéutico
(CHATURVEDI et al., 2018; IQBAL et al., 2018; NADIMI et al., 2018).

Todavia, a utilizacdo de nanomedicamentos, representa uma area com
diversas aplicacdes, principalmente por permitir o encapsulamento de
moléculas diferenciadas, como peptideos, proteinas, anticorpos monoclonais e
0s mais variados farmacos (DIANAT-MOGHADAM et al., 2018; MARELLA,;
TOLLAMADUGU, 2018; REMIAO et al., 2018; UTKIN, 2018). Além disso,
permite a aplicacdo do uso de biomoléculas nas mais variadas areas, sejam elas
a terapia génica, biotecnologia, biossensores e biomarcadores, imagiologia e
transporte de farmacos (GU et al., 2018; HUSSAIN et al., 2019; KALANGI et
al., 2018; KHEIRKHAH et al., 2018; MISHRA et al., 2018; SARWAL et al.,
2019; SCHORZMAN et al., 2018; SINGH et al., 2018).
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Os nanomedicamentos possui duas formas distintas de atingirem seus
alvos, o primeiro é o mecanismo transcelular, neste processo as nanoparticulas
sdo captadas pelas células (transcitose). Inicialmente ocorre endocitose na
membrana celular e as nanoparticulas sdo transportadas por entre as células
(Figura 10) (BATTISTELLI; SALUCCI; FALCIERI, 2018). O segundo
mecanismo é chamado de paracelular, este é dependente de fatores tais como:
propriedades fisico-quimicas das particulas, presenca de ligantes e a fisiologia
do trato gastrointestinal. Neste mecanismo, as particulas passam pelos espacos
intracelulares e por este motivo o transporte pode ser limitado devido ao pouco
espaco entre as juncOes epiteliais (Figura8) (MANAGULI et al., 2018;
SHARMA et al., 2018; XU et al., 2018).

Figura 10 - Transporte das Nanoparticulas através das células Epiteliais

Paracelular Transcelular Transporte Ativo

Endo/Transcitose

Fonte: Adaptacdo de Fangueiro, 2012
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Figura 11 - Escala Nanométricas com exemplos de Nanoparticulas
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1.7.Silica Mesoporosa Magnética

Com o0 avango das pesquisas na area nanotecnologia aplicadas a
medicina e a farmacia, novos matérias tem ganhado espaco como promessa de
nanoparticulas cada vez mais especificas. As nanoparticulas inorganicas veem
se destacando nas ultimas décadas como promissores sistemas de entrega
(DDS) (ANSARI et al., 2018; FU et al., 2018; SAKHTIANCHI et al., 2019).
Dentre elas, podemos destacar a silica mesoporosa (MSN’s), capaz de atingir
tamanhos desde 2 a 50nm, as MSN’s apresentam grande volume de poros,
poros uniformes, extensa area superficial e facil funcionalizacdo. Devido a sua
capacidade em comportar diferentes substancias e as suas propriedades
estruturais, a terapia com esse tipo de particula é a chave para a uma inovacéo
no que se diz respeito a liberacdo controlada de medicamentos (LI et al., 2018;
WAN et al., 2018; XUN et al., 2019).

O diametro dos poros é um importante fator para selecionar materiais
biologicamente ativos para serem incorporados no interior da cavidade
mesoporosa (DAS et al., 2018; TANG et al., 2018). Este fator também atua
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como parédmetro para o controle de liberacéo da substancia. A superficie desta
nanoparticula determina a capacidade de cargas que podem ser incorporadas no
interior da molécula, ou seja, quanto maior a superficie, maior o nimero de
moléculas que podem ser incorporadas. Estas nanoparticulas sdo bem toleradas
pelo organismo humano sendo comprovado por estudos de
hemocompatibilidade (WANG et al., 2015, 2018; XUAN et al., 2018).

Todas as caracteristicas das MSN’s as tornam nanocarreadores Unicos e
ideais para proteger e transportar substancias até o local de destino. Além
disso, é possivel adicionar agentes de direcionamento na superficie externa e
encaminhar as MSN’s para tecidos ndo saudaveis com a intengcdo de aumentar
a especificidade e diminuir os efeitos adversos indesejaveis (CHANG et al.,
2018; PORTILHO et al., 2018a).

Ainda sobre novos biomateriais promissores para uso na medicina
podemos destacar a magnetita. A magnetita € um material magnético ao qual se
tem registros de uso ha mais de 3500 anos. As nanoparticulas magnéticas
representam uma opg¢do atrativa para uso em biotecnologia devido as suas
caracteristicas, tais como: capacidades adaptativas do tamanho superficial,
podem ter de 2 a 500nm, e por fim, por ser um material magnético, se
comportam segundo a lei de Coulomb e desta forma obedecem a um campo
magnético (LI et al., 2017; PISANI et al.,, 2017; TERUEL et al., 2018).
Entretanto, alguns critérios devem ser observados para otimizacdo do uso desta
nanoparticula, dentre eles destacam-se: i) tamanho de particulas, quanto menor
o tamanho mais facil sera a difusdo tissular, além disso, longo tempo de
sedimentacdo e grande area de superficie efetiva; ii) caracteristicas superficiais
que facilitem o encapsulamento protegendo da degradacdo e conferindo
biocompatibilidade; iii) boa resposta magnética para evitar acumulo no sangue
(BAZMANDEGAN-SHAMILI et al., 2017; YAO et al., 2017).

Diversos estudos tém demonstrado que a magnetita € uma substancia
promissora, pois, permite adaptacdes superficiais que a protege da degradacao,
previne uma agregacdo, promove a separacao celular, aumenta o contrates de
ressonancias magnéticas, imobiliza proteinas através do revestimento das
nanoparticulas com silica, entre outros (LU, 2017; YU; ZHU, 2016). Por estes
motivos, compostos de silica mesoporosa e nanoparticulas magnéticas veem

sendo conjugadas para uso como biomateriais devido aos seus potenciais



38

individuais que quando combinados produzem um material biocompativel,
biodegradavel, atoxico e de baixo custo. Além disso, durante a sintese é
possivel empregar o uso de copolimeros que possibilitam o controle dos poros
e consequentemente uma maior estabilidade desta nanoparticula (AN et al.,
2016; SHAO et al., 2017; YAO et al., 2017).

1.8.Nanorradiofarmacos

A utilizagdo de nanotecnologia na medicina nuclear vem
revolucionando as técnicas de imagens para o diagnéstico de tumores. A
combinacdo de radioisdtopos a nanofarmacos (nanorradiofarmaco) vem se
mostrando promissora principalmente para a reducdo de efeitos adversos e
diminuicdo da dose de medicamentos considerados de alta toxicidade para 0s
pacientes (LIGIERO et al., 2016; PINTO et al., 2018b; PORTILHO et al.,
2018b).

Além dos beneficios mencionados, a aplicacdo da nanotecnologia na
producdo desta classe de medicamento, pode-se destacar a possibilidade de
protecdo do nanorradiofarmaco as condicGes adversas do ambiente tumoral
(oxidacdo, pH entre outros) e acdo enzimatica, conservando a integridade deste
farmaco, aumenta a biodisponibilidade e impedindo a sua degradacédo
(BELTRAN-HUARAC et al., 2018; KHALID et al, 2017; MARTINEZ-
GONZALEZ; ESTELRICH; BUSQUETS, 2016).

A demais, proporciona prote¢cdo do nanorradiofarmaco contra o
reconhecimento responsaveis pela resisténcia medicamentosa, melhora
propriedades farmacoldgicas, toxicologicas e terapéuticas durante o
diagnodstico de cancer (KHODABANDEHLOO; ZAHEDNASAB; ASHRAFI
HAFEZ, 2016; LUJAN; SAYES, 2017; MILLER et al., 2017; YAKOH et al.,
2015).

As mais recentes pesquisas no capo da nanomedicina se dedicam a
investigacGes de novas solucGes para o campo do diagndstico e tratamento
efetivo. Neste sentido, o desenvolvimento de nano e micro carreadores sao de
grande utilidade para o controle e distribuicdo de radiof&rmacos nos tecidos
alvo (MANSOUR et al, 2019; MIN et al., 2016). Por este motivo, o

desenvolvimento de sistemas que permitam a liberagdo controlada possibilita
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uma maior eficiéncia e diminuicdo de efeitos colaterais (FRANCHI et al.,
2016; KARIMPOUR et al., 2019; LIU; LIU; WU, 2019). Diversos campos da
medicina veem apostando na integracdo de sistemas nanoestruturados e
farmacos como o objetivo de ultrapassar as limitagbes normalmente
encontradas em tratamentos convencionais (SHIOZAKI et al., 2016; ZHANG
et al., 2019).

O terandstico é a combinacdo de terapia e diagnostico que utiliza vias
biolégicas do corpo humano para obtencdo de imagens diagndsticas e
administracdo de doses terapéuticas. O principal objetivo deste procedimento é
a individualizacdo do tratamento e a criagdo de perfis genéticos especificos
para cada paciente melhorando a eficidcia e seguranca dos tratamentos
utilizados (TAN et al., 2019; WANG et al., 2019; YURYEV et al., 2016).

Para isso, o uso da nanotecnologia € indispensavel, pois, ela
proporciona a aplicacdo de nanofarmacos e nanorradiofarmacos de forma
integrada proporcionando 0 monitoramento em tempo real do direcionamento e
transporte destes farmacos e a resposta terapéutica associada (HURST;
DELONG, 2016; NAGESETTI; MCGORON, 2016). Um exemplo da
aplicabilidade desta tecnologia é a determinacdo de um alvo molecular
especifico, e posteriormente administra-se um agente terapéutico
nanoestruturado que sera direcionado contra este alvo devido as caracteristicas
superficiais modificadas exclusivamente para esta finalidade (LI et al., 2019;
TABATABAEI et al., 2019; ZHENG et al., 2019).

Além disso, o diminuto tamanho das nanoparticulas permite que elas
sejam administradas pelas mais variadas vias e desta maneira é possivel
modernizar a abordagem de tentativa e erro usados para adequacdo dos
tratamentos (MAYNE; WHITING; ADAMATZKY, 2018). Desta forma, é
possivel observar que o uso de nanoestruturas demonstra melhorar as
propriedades terapéuticas, farmacoldgicas e toxicoldgicas dos farmacos durante
o tratamento e diagnostico (CHEN et al., 2017; KEY et al., 2016; SALVI et al.,
2018; SHIOZAKI et al., 2016; SUN et al., 2016; TOMA et al., 2015).
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1.9.Radiofarmacos

Em 1903 o prémio Nobel em quimica foi concedido a Marie Curie,
Pierre Curie e Henry Becquerel por suas descobertas na area da radioatividade.
O fendbmeno da radioatividade do uranio foi descrito em 1886 por Henry
Becquerel, mais tarde, em 1898 Marie e Pierre Curie descobriram os elementos
radio e polénio. Ainda nesse periodo, em 1895 Wilhelm Conrad Roentgen
apresentou ao publico sua recente descoberta, os raios-X(NITIPIR et al., 2017).

Wilhelm Roentgen dedicou parte de sua a vida aos estudos com raio-x e
foi capaz de demonstrar que o posicionamento de membros do corpo humano
entre o dispositivo e papel fotografico gerava uma foto que detalhavam a
estrutura 0ssea interna da regido. Logo apos a descoberta dos raios-X pouco se
sabia sobre as suas propriedades, mas em pouco tempo foi possivel observar
que exposicdes repetitivas e sem protecdo levavam a vermelhiddes na pele e
ulceracdes(JALILIAN et al., 2016).

Tais descobertas foram fundamentais para a medicina diagnostica ja
que a partir deste momento era possivel avaliar os 6rgédos internos, bem como
visualizar as partes ¢sseas. A técnica foi otimizada e desta forma, com auxilio
de contrastes, era possivel avaliar vasos sanguineos, vesiculas biliares e sistema
digestivo e desta forma chegar a um diagnostico e proporcionar um tratamento
mais adequado para os pacientes(MARCUS, 2018; PINTO et al., 2018b).

A primeira utilizacdo de radionuclideos em humano data de 1927 com a
administracdo de radbnio para a avaliacdo da circulacdo sanguinea.
Posteriormente, em 1938 foram realizados os primeiros estudos sobre a
funcionalidade da tiredide com lodo-131. Estes eventos marcam o inicio do uso
sisttmico de radionuclideos na medicina. Em 1937 Emilio Segré e Ernest
Lawrence realizaram experimentos com molibdénio em um ciclotron e
observaram a emisséo de formas, até entdo desconhecidas, de radioatividade. A
partir disso, foi desenvolvido o primeiro elemento quimico artificial, chamado
de Tecnécio(KANNAN et al., 2014).

O Tecnécio-99m é um radionuclideo filho do molibdénio-99, que decai
por transicdo isomérica com emissdo de raios gamas de 140 keV, possui uma
meia-vida de 6 horas e é de extrema importancia para a medicina nuclear, pois,

permite reduzir a dose de radiagdo aplicada nos pacientes em exames de
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imagem. A producdo de radionuclideo com parametros adequados de qualidade
tornou-se possivel apés a compra pela Abbott Laboratories em 1948 dos
direitos de producdo. A parti de entdo, radiofarmacos devidamente preparado
para uso médico passou a ser comercializado(GREEN, 2012; KHALID et al.,
2017).

Em 1958 Powell Richards e Walter Tucker desenvolveram o gerador de
Mo/®"Tc e sugeriram o uso de Tecnécio-99m como marcador radioativo
para diversas aplicagdes medicas. O sistema consiste em uma coluna
cromatogréafica envolta com alumina (Al2O3) adsorvida de molibdato de
amoénio ((NH4)sMo07024). O decaimento de Molibdénio-99 em Tecnécio-99m
forma o pertecnetato (99mTcOa4). O pertecnetato é extraido da coluna a partir
de uma solucdo salina (NaCl 0,9%) injetada no gerador(HOU et al., 2016;
KHALIL et al., 2011).

Sendo assim, pode-se definir radiofarmacos como medicamentos
composto por um elemento radioativo (radiois6topo) e uma substancia quimica
similar a um ¢rgdo ou tecido onde sera processada (carreador). Estes
medicamentos sdo utilizados na medicina nuclear para exames diagnosticos de
imagem e radioterapia. Possui uma biodistribuicdo no organismo que possuem
afinidade pelo 6rgéo ou tecido que se pretende avaliar. As imagens possuem
qualidade diretamente relacionada ao radiofarmaco de escolha(BOSCHI et al.,
2017).



42

2. OBJETIVO

2.1.0bjetivo Geral

Neste estudo foram avaliados aspectos de forma sistematica e analitica,
a fim de subsidiar a seguranca e toxicologia relacionadas as nanoparticulas.
Desta forma, foram feitas avaliagdes sobre o comportamento genotoxico e

transplacentéria de nanoparticulas de silica mesoporosa com nlcleo magnético.

2.2.0Dbjetivos Especificos

i) Produgdo de nanoparticulas se silica mesoporosa com nucleo
magnético;

i) Caracterizagdo das nanoparticulas para determinacdo em formas
esféricas e nucleo magnético intacto;

iii) Marcacao da nanoparticula de silica mesoporosa com nicleo magnético
com Tecnécio-99m;

iv) Ensaio de avaliacdo transplacentéria in vivo nos estagios embrionarios e
fetal.



43

3. METODOLOGIA

A metodologia deste trabalho encontra-se descrita no artigo intitulado
Cytotoxicity, genotoxicity, transplacental transfer and tissue disposition in pregnant
rats mediated by nanoparticles: the case of magnetic core mesoporous silica
nanoparticles publicado na revista Artificial Cells, Nanomedicine, And
Biotechnology, no ano de 2018 sobre propria autoria.
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Introduction

Several studies have suggested that the same properties that
make nanomaterials physicochemical attractive may also be
responsible for harmful effects on organisms [1-3]. For
example, agglomeration/dispersion capacity may facilitate the
translocation of nanoparticles (NPs) into environmental com-
partments and cause cumulative damage to the food chain.
Because of their small size, NPs may have greater permeabil-
ity through the skin, mucous membranes and cell mem-
branes, as well as having their toxic effect increased, since
the large number of atoms in the surface area of the particle
promotes superior reactivity [4,5]. Although inhalation is the
most likely exposure route for NPs during manipulation and
synthesis processes, nanoparticles can also be incorporated
into the body through the skin or through ingestion [4,6-11].
Dermal exposure can occur, for example, while using epider-
mal creams containing NPs, such as sunscreens. In healthy
skin, the epidermis provides excellent protection against the
entry of these nanoparticles into the dermis; however, dam-
aged skin allows nanoparticles to access the dermis as well
as the region’s lymph nodes [4,12]. However, the ingestion of
NPs can occur mainly by the consumption of contaminated
food and water [2]. It is important to emphasize that the pro-
jection of NPs for therapeutic purposes (such as drug carriers,
for example) may result in a new route of exposure, intraven-
ous injection, in which NPs are designed to target specific tis-
sues, escape phagocytic processes and cross the blood-brain
barrier [13,14].

The NPs may reach the cells and be internalized by two
main processes: plasma membrane diffusion (directly or
through membrane channels) [15] or by endocytosis, an
energy-dependent mechanism involving different routes
[16-19]. If NPs are of adequate size and shape, they can then
fit into membrane receptors facilitating receptor-mediated
endocytosis [17,19]. However, the most likely mechanisms are
the entry of these particles through specialized plasma mem-
brane structures called caveolae (endothelium-dependent
endocytosis) and/or clathrines (clathrin-dependent endocyto-
sis). These structures form vesicular invaginations of up to 80
or 120 nm, respectively, allowing the internalization of mole-
cules present in the extracellular environment [19-21]. There
are reports that describe recruitment of internalized NPs to
lysosomes for subsequent cell excretion. However, usually,
NPs increase the permeability of the lysosomal membrane
escaping into the cytoplasm and penetrating to other organ-
elles, such as the mitochondria and the nucleus [22,23]. Once
inside the cell, NPs can generate reactive oxygen species
(ROS), causing the so-called oxidative stress, an imbalance
between the generation of harmful ROS and the capacity of
the cells to neutralize these oxidants that causes severe cellu-
lar dysfunction [24,25]. This tendency to generate oxidant
compounds may be related to three main factors: (i) the
physicochemical properties of the nanoparticle, such as the
presence of metal residues that have the potential to convert
the metabolic products of cellular oxygen (such as H,O,) into
highly reactive hydroxyl radicals, via Fenton-type reactions,
(i) the ability of NPs to stimulate target cells to produce oxi-
dant compounds, either by impairment of mitochondrial
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electron transport or by induction of enzymatic disorders,
and (iii) the ability of NPs to trigger a signaling cascade that
culminates in inflammatory responses, which leads to second-
ary formation of oxidant compounds resulting in a vicious
cycle of organ-damaging events [4,19,25].

Besides damage to membranes and organelles, ROS can
also induce lesions in the genetic material by breaking single-
or double-stranded DNA, or adducting and crosslinking reac-
tions. These damages can trigger various cellular responses,
including cell cycle blockage, apoptosis or even activate dif-
ferent repair mechanisms. If unrepaired, such genetic dam-
ages, generated by the indirect interaction of NPs with DNA
have the potential to initiate and promote carcinogenesis
[19,26-29]. NPs that are small enough, can be transported or
diffused through the nuclear pore complex (<8nm), accumu-
lating in the nucleus and interacting with the DNA during
mitosis. Interferences during the mitotic process, especially
with the microtubules, can generate aneuploid cells, charac-
terized by the gain or loss of an extra chromosome and cor-
responding to a serious mutation. Another aspect is the
ability of NPs to cross the placental barrier and thus accumu-
late in the early embryonic stages. It is noteworthy that at
these primordial stage of fetal development (<3 months of
gestation), cells are in profuse mitotic phase, as an enormous
degree of complex cellular differentiation. Thus, interferences
caused by NPs may correspond to uncontrollable fetal muta-
tions and, consequently, be a risk factor for gestation, which
could limit the use of nanoparticles in gestational periods
[19,26-29]. Given the complexity of the topic and the limited
information on genotoxicity mechanisms as well as fetal
interference by the transplacental passage of nanoparticles,
in this study, we evaluated both aspects in a systematic and
analytical way, in order to subsidize toxicological and safety
aspects related to the use of nanoparticles. Thus, we eval-
uated the genotoxic and transplacental behavior of nanopar-
ticles of mesoporous silica with magnetic core.

Material and methods

Preparation of magnetic core mesoporous silica
nanopatrticles

Reagents and materials

Iron (lll) chloride hexahydrate, iron (Il) tetrachloride hexahydrate,
oleic acid, hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB) and
tetraethyl orthosilicate (TEOS) were purchased from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Ammonia solution (32%), ethanol
and ethyl acetate were purchased from Scharlau (Barcelona,
Spain). Chloroform was obtained from Acros Organics (Geel,
Belgium). Distilled water was used in all reactions.

Synthesis of oleate-coated iron oxide nanopatrticles

Iron oxide nanoparticles (FesO, magnetite nanocrystals) were
obtained by a modified coprecipiation method [30]. Briefly,
12g of iron (lll) chloride hexahydrate were mixed with 499
of iron (ll) chloride tetrahydrate in 50ml of water at 80°C
under a flow of argon and mechanical stirring. Ammonia
solution 32% (19.53 ml) was carefully added and the mixture



turned completely dark. Oleic acid (2.13 ml) was added after
30min 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 nanopar-
ticles were kept in chloroform giving a dark brown ferrofluid.

Synthesis of magnetic core MSNs

In a typical procedure, 100 mg of CTAB were dissolved in
10ml of water, followed by addition of 0.74ml of the ferro-
fluid (8.88 mg/ml). The mixture was placed in a probe sonica-
tor (Branson 450 Sonifier, Melville, NY, USA) for 2min, 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 trans-
parent 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 TEOS was added dropwise
followed by addition of 3ml of ethyl acetate. The reaction
was stirred at 350rpm and 75°C during 3 h. Then, the reac-
tion 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 vac-
uum overnight. The final magnetic core MSNs were calcined
in air at 550°C for 5 h.

Characterization of magnetic core MSNs

Powder X-ray diffraction

The synthesised materials were characterised 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 (Oak
Park, IL, USA) equipped with CuKa radiation and working at
40kV/40mA. PXRD measurements were performed at high
angle (20 =15-68°) and low angle range (26 = 1.3-8.3°).

Transmission electron microscopy

TEM images were taken on a 100kV JEOL JEM-1010 micro-
scope (Akishima, Tokio, Japan) operated with AMT image cap-
ture engine software. TEM samples were prepared by adding
10 pl of nanoparticles suspended in distilled water onto car-
bon-coated copper grids. The statistical analysis of the data
obtained from TEM images was performed using Origin Pro
software (Northampton, MA, USA).

N, adsorption-desorption

N, adsorption-desorption measurements were conducted in
a TriStar Il Plus surface area and porosity analyzer from
Micromeritics (Norcross, GA, USA). 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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Magnetic properties from the magnetic core mesopo-
rous silica

Magnetization measurements were performed on a supercon-
ducting quantum interference device (SQUID) magnetometer
at 298 K. All the measurements were performed at room
temperature.

Labeling magnetic core MSNs with **"Tc

The labeling process was done by the direct radiolabeling
process. In this methodology, we used 150 pg of magnetic
mesoporous silica. Briefly, 100 pCi (~300 pL) of *°™Tc was
incubated with a stannous chloride (SnCl,) solutions (80 pg/
mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 20 min at room
temperature. Then, this solution was incubated with 150 pg
magnetic mesoporous silica for another 10 min in order to
label their structures.

Quality control of the labeling process with **™Tc

In order to confirm the efficacy of the magnetic core meso-
porous silica labeling process, paper chromatography was
done using Whatman paper No. 1 using 2 pl of the labeled-
nanoparticle and acetone (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
as mobile phase. The radioactivity of the strips was verified in
a y-counter (Perkin Elmer Wizard® 2470, Shelton, CT).

Mutagenicity

Salmonella/microsome mutagenicity test

The features of Salmonella enteric serovar Typhimurium stand-
ard strains TA98, TA100 and TA102 [30] were phenotypically
checked immediately before to use on the experiments.

The test tube contained a mixture of 100 pL of one of the
five concentrations (final concentrations varying from 15.6
to 250 uM) plus either 500 pL sodium phosphate buffer
(27.6 g/L NaH,P0O,4-H,0 and 28.4g/L Na,HPO, 0.2 M, pH 7.4)
or a metabolic fraction (S9 Mix 4%; Molecular Toxicology Inc.,
Moltox, TM) composed of a homogenate of Sprague Dawley
rat liver cells pretreated with polychlorinated biphenyl
(Aroclor 1254), as well as 100 pL of the bacterial suspension
(2 x 107 cells/mL). After pre-incubation for 20 min with stir-
ring, at 37°C, 2ml top agar (7 g/L agar; 5g/L NaCl; 0.0105g/L
L-histidine; 0.0122 g/L biotin; pH 7.4, 45°C) was added to the
test tube, and the final mixture was poured onto a Petri dish
with minimal agar (15g/L agar, Vogel-Bonner E medium
KoHPO,4; 175g/L Na(NH4)HPO4-4H,0) containing 20g/L glu-
cose. This final mixture was incubated at 37°C for 72 h, and
the His* revertant colonies were counted. The positive con-
trols for assays in the absence of S9 mix were: 4-nitroquino-
line-N-oxide (4-NQNO) (CAS: 56-57-5) at 1.0 pg/plate, for
TA98; sodium azide (SA) (CAS: 26628-22-8) at 0.5 pg/plate,
for TA100. In the presence of S9 mix, the positive controls
were: 2-aminoanthracene (2-AA) (CAS: 613-13-8) at 1.0 ug/
plate for TA100; and benzo[a]lpyrene (B[a]P) (CAS: 50-32-8) at
20 pg/plate for TA98. The substance or sample was consid-
ered positive for mutagenicity when the number of revertant-
colonies in the assay was at least twice the number of
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spontaneous revertants (mutagenicity index, Ml >2), and
when a significant response to the analysis of variance
(ANOVA, p<.05) and reproducible positive dose-response
curve (p <.01) were found. Ml was calculated by dividing the
number of His™ induced in the sample by the number of
His™ in the negative control. All the experiments were done
in triplicate and repeated at least twice [31,32].

Cytotoxicity assays

The water-soluble tetrazolium salt assay (WST-1) {4-[3-(4-iodo-
phenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfo-
nate} and Cytotoxicity Detection Kit (LDH) were obtained
from Roche Co. South San Francisco, CA and Mannheim,
Germany, respectively. About 24 h after 1-2 x 10° HepG2 cells
were seeded into each well of a sterile flat-bottomed 96-well
plate, and incubated with 15.3, 31.6, 62.5 125 and 250 uM of
sample for 24, 48 and 72h.

For WST-1 assay, after treatment the culture medium was
replaced by 90puL fresh culture medium and 10uL WST-1
reagent and incubated at 37°C and 5% CO, for 3h. The
absorbance was then measured at 450 nm using a Polaris
Microplate Reader (Celer, Brazil) according to the kit protocol.
The intensity of the yellow color in the negative control wells
was designated as 100% viability and all further comparisons
were based upon this reference level [33].

The LDH activity cytotoxicity assay was carried out accord-
ing to the manufacturer's instructions. Briefly, 100 uL super-
natant was transferred from each well to a 96-well flat-
bottomed plate and 100 pL reaction mixture freshly prepared
were added to each well. The plates were incubated for
30min at 20°C in the dark and absorbance was measured at
492nm using a Polaris Microplate Reader. Blank values indi-
cating the absorbance of the LDH were subtracted from all
samples. The percentage of cytotoxicity was calculated
according to the kit protocol. Data were presented as the
mean + standard deviation (SD) of triplicate measurements.
Sterile dimethyl sulfoxide was used as negative control and
Triton X-100 as the positive control [34].

Transplacental transfer and tissue deposition in pregnancy
Nulliparous female Wistar rats, aged 6-7 weeks and weighing
200-250g, from FIOCRUZ breeding stock were used. Animals
were maintained under controlled temperature (23°C+2)
with water and food ad libitum. Timed pregnant rats were
administered intravenously (into the lateral tail vein) with
99MTc-labeled magnetic core mesoporous silica nanoparticles
(3.7 MBg/0.2 ml) on gestation day 11 (GD11, N=3), oron GD
20 (N=3). Two non-pregant females were similarly treated.
Twenty-four hours after the intravenous injection, all rats
were euthanized with an overdose of isoflurane. Following
euthanasia confirmation by thoracotomy, maternal organs/tis-
sues (blood, heart, brain, stomach, small intestines, colon,
urinary bladder, kidneys, lungs, liver, spleen, pancreas, skeletal
muscle, femur, bone marrow, thymus, uterus, abdominal fat,
adrenals, ovaries), placentas and embryos or fetuses were
removed, weighed, and placed into vials for measurement of
radioactivity. Brain, liver, lungs, spleen, thymus, heart and the
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Figure 1. Powder X-ray diffraction patterns of (bottom) as-made magnetic core
MSNs (50-17) and calcined magnetic core MSNs (S0-2). Inset shows the peaks
corresponding to magnetite nanocrystals and the characteristic broad peak of
amorphous silica.

carcass of fetuses were also put into individual vials for meas-
urement. The radioactivity uptake counted in a gamma coun-
ter (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 (CEUA-IPEN 182/2017). It is important to note that
on average each pregnant rat have between 10 and 12 new
animals (brood).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using Origin Pro 8
(OriginLab Corporation, Northampton, MA) software. Results
are shown as mean*SD. p values <.05 were considered
significant.

Results and discussion
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 as-made (50-17) and calcined (S0-2)
magnetic core MSNs (Figure 1). The slight shift of the peak
to higher angles indicates shrinkage of the silica matrix due
to the condensation of silanol groups during the calcination
process. PXRD analysis at high angles confirmed the pres-
ence of magnetic cores within the structure (see inset in
Figure 1).

The mesoporous structure of SO-2 magnetic core MSNs was
also analyzed by TEM and the size of the primary 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 (Figure 2).

The N, adsorption-desorption isotherms of the magnetic
core MSNs presented a typical type IV behaviour (Figure 3),
characteristic of mesoporous materials. From the isotherm
curve, a specific surface area of 872 m?/g was estimated
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Figure 2. Left: TEM images of calcined SO-2 nanoparticles. Right: Size histogram and normal size distribution of calcined S0-2 nanoparticles.
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Figure 3. N, adsorption-desorption isotherm of calcined S0-2 nanoparticles. Inset shows the pore size distribution of the material.

along with a pore volume of 0.85cm?/g and an average pore
diameter of 3.15nm.

The magnetization properties of the developed nanopar-
ticles were determined using an SQUID magnetometer. The
magnetic curves of the material (Figure 4) show the superpar-
amagnetic behaviour produced by the Fe;O, nanocrystals in
the core of the nanoparticles. The obtained saturation mag-
netization value for the final SO-2 nanoparticles (1.6 emu/qg) is
consistent with those reported for similar magnetic
core MSNs.

Labeling magnetic core MSNs with **™Tc

The magnetic core mesoporous silica nanoparticleswere suc-
cessfully labeled (>98%) with *°™Tc generating a clear sus-
pension with visible precipitate, that passed through
200 nm filter.

Quality control of the labeling process with *°™Tc

The effectiveness of the labeling process was confirmed by
paper chromatography which indicated almost no significant
dissociation of technetium-99m from the magnetic core mes-
oporous silica nanoparticlesfor a period as long as 8h, as
shown in Table 1.

Mutagenicity

Salmonella/microsome mutagenicity test

Mutagenicity assay results (Table 2) demonstrate that mag-
netic core mesoporous silica nanoparticles can induce DNA
lesions on G:C base pairs, by frame shift (indel damage),
detected by positive results on TA98 revertants at 250 pg/
plate. Magnetic core mesoporous silica nanoparticles can also
induce G:C to A:T substitution, a DNA damage detected by
TA100 strain, represented by significantly higher revertant
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Figure 4. Magnetization curves of calcined SO-2 nanoparticles measured at 298 K.

Table 1. Percentage of labeled magnetic core mesopo-
rous silica nanoparticles observed over time, after
ascending chromatograms of **™Tc compared with free
pertechnetate (Na®*™Tc0Oy").

Labeling (%) magnetic

Time (h) core mesoporous silica
0 99.8+1.2
1 99.1+0.6
2 99.3+0.9
4 985+ 0.4
8 98.1+0.8

colony counts at 125 and 250 pg/plate incubation. Besides
this, magnetic core mesoporous silica nanoparticles also
induced bacterial cytotoxicity at higher concentration in both
TA98 and TA100. On the other hand, magnetic core mesopo-
rous silica nanoparticles apparently cannot induce AT pair-
based lesions, once no significantly mutagenicity increase on
or decrease on bacterial survival on experiments using TA102
was detected.

Cytotoxicity assays

Eukaryotic cytotoxicity assays show that exposure to
magnetic core mesoporous silica nanoparticles induces
dose-dependent and time-dependent cytotoxic responses to
HepG2 cells. After 24h of exposure (Figure 5(a)), cell mem-
brane damage detected by LDH assay, was more prominent
(four-fold) than mitochondrial dysfunctiondetected by WST-1
assay. At this time point, LCso were 41.9+3.5 on LDH and
159.7+9.3 on WST-1 endpoints (Figure 5(d)). After 48h of
exposure (Figure 5(b)), the differences between membrane
damage and mitochondrial dysfunction tended to reduce
(2.2-fold), mainly at higher concentrations. After 48h, the
LCso were 28.5+5.0 on LDH and 62.7+9.7 on WST-1 (Figure
5(d)). At 72h of exposure (Figure 5(c)), MSN induced the
most relevant subcellular injuries, regarding the lower

Table 2. Mean values +SD (IF) of Salmonella entericaserovar Typhimurium His '
revertant colonies of TA98, TA100 and TA102 strains on Ames Test after incu-
bation with Magnetic core mesoporous silica nanoparticles (MSN).

Ta98 Ta100 Ta102
ng His"+SD  Survival  His"+SD  Survival  His"+SD  Survival
0 23+5 (1.0) 100% 106+9 (1.0) 100% 369 +46 (1.0) 100%
15.6 23+3 (1.0 79% 103+18 (1.0) 100% 379+39(1.00 100%
313 24+2 (1.0 59% 102+10 (1.0) 84% 392+11(1.1) 100%
62.5 26+2 (1.1) 58% 124+16 (1.2) 74% 430+14(1.2) 100%
125 28+2 (1.2) 51% 17710 (1.7)* 72% 466+12(1.3) 100%
250 37+3(1.6)° 28%° 55+4 (0.5)° 44%* 500+14 (1.4) 100%

SD: standard deviation; IF: induction fold. Bold denotes evidence of bacterial
cytotoxicity.

“Different of negative control, one-way ANOVA followed by Tukey's post hoc
test (p<.05). Positive controls: 4-nitroquinoline-N-oxyde (4NQO) (1.0 pg/
plate) for TA98, 671+12 revertants; sodium azide (SA) (1.0 ug/plate) for
TA100, 667 +21 revertants; mytomicin-C (MMC) (0.5 ug/plate) for TA102,
3497 + 38 revertants.

difference between them (1.5-fold) and at the higher concen-
trations, mitochondrial dysfunction was more prevalent than
membrane degradation. The LCsy were 20.1+3.1 on LDH and
29.8+4.3 on WST-1 at this time (Figure 5(d)).

Transplacental transfer and tissue deposition in pregnancy
The radioactivity of each single organ was measure, and the
results are expressed below from Figures 6-12. There was vis-
ible difference between the radioactivity in rats and fetuses
and embryos. This is probably due to the low levels of nano-
particles founded in the tissues of embryos and fetuses.
These observations were congruent with the amount of
nanoparticle used in the experiment and considering the
whole biodistribution assay.

The results in the non-pregnant rats suggest a normal
behavior regarding the nanoparticles, in which there is a
great uptake by the liver and spleen, due to the activation of
the phagocytic mononuclear system [35]. It is also possible to
observe an accentuated renal clearance, also characteristic of
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Figure 5. Eukaryotic cytotoxicity of magnetic core mesoporous silica nanoparticles (MSN). HepG2 cells were incubated with MSN during (a) 24 h, (b) 48 h and (¢
72 h. After the incubations, cell membrane damage (LDH assay) and mitochondrial function (WST-1 assay) were measured. The lethal concentration of 50% of cell
population (LCso) values (d) were calculated by nonlinear regression fit of dose-response (agonist behavior) curves with R? ~ 0.99.
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Figure 6. “™Tc magnetic core mesoporous silica nanoparticles biodistribution in
show the uptake (although on a smaller scale) from the other organs.

the nanoparticles, especially the mesoporous silica nanopar-
ticles. In order to evaluate the uptake on the other organs, a
graph was drawn without liver uptake and a negligible cap-
tion was observed in the various organs, with expression only
in the spleen, kidneys and lungs (Figure 6).

The evaluation of biodistribution in pregnant rats at
embryonic stage did not show any marked difference when
compared to non-pregnant rats. However, a greater uptake in
the uterus was observed. The uterine permeation increases
during pregnancy, especially due the fact that uteroplacental
blood flow (UPBF) increases from a baseline value of
20-50 ml/min to 450-800 ml/[36]. The high uptake in liver
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non-pregant rats (control). Due the high uptake in liver, we removed the value to

Figure 7(A) is explained by the fact that during the early
stages of pregnancy all the cytochrome P450 (CYP) family of
enzymes: CYP3A4, CYP2A6, CYP2D6, and CYP2C9 are
increased [37,38].

The uptake in blood and heart are almost the same in
both rats, pregnant (embryonic stage) and non-pregnant, this
may be explained by the fact that during early stage of preg-
nancy [39], albumin concentrations decrease on average by
1% at 8 weeks, 10% at 20 weeks, and 13% at 32 weeks.

In pregnant rats close to parturition (24h to parturition),
there is a large change in the biodistribution of the nanopar-
ticles with a marked uptake in muscle, stomach, brain and
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Figure 7. “°™Tc magnetic core mesoporous silica nanoparticles biodistribution in pregnant rats at embryonic stage. (A) We have the normal biodistribution consider-
ing the uptake from the liver. (B) Due the high uptake in liver we removed, the value to show the uptake (although on a smaller scale) from the other organs.
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Figure 8. “*™Tc magnetic core mesoporous silica nanoparticles biodistribution in pregnant rats at fetal stage.

thymus (Figure 8). Corroborating the marked dysfunction
caused by hormonal alterations. A very bizarre data is regard-
ing the liver uptake in pregnant rats at the fetal stage. In this
stage, we believe that a reducing in the activation of the
mononuclear phagocytic system is responsible for this negli-
gible uptake by the liver. This was explained by Wexler and

Kantor [40] when they stated that pregnancy depresses
reticuloendothelial system (RES).

In Figure 8, it is possible to observe a decreased uptake in
blood and an increased uptake in the heart. This change is
explained by the fact that during pregnancy there is a
decrease in albumin concentrations (almost 30% in the last
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Figure 9. *™Tc magnetic core mesoporous silica nanoparticles biodistribution in pregnant rats at embryonic stage. Bioaccumulation of nanoparticles just consider-
ing the placenta and embryos.
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Figure 10. *°™Tc magnetic core mesoporous silica nanoparticles biodistribution in pregnant rats at fetal phase. Bioaccumulation of nanoparticles just considering
the placenta.
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Figure 11. ®*™Tc magnetic core mesoporous silica nanoparticles biodistribution in the fetus from rat number 1.

stages of pregnancy) leading to a decrease in protein binding demonstrated in Figure 8. During pregnancy, both VEGF (vas-
and to higher concentrations of free drug circulating. cular endothelial growth factor) and placental growth factor
Although nanoparticles are not considered drugs themselves, (PLGF) are increased in the maternal circulation, especially at
their behavior is drug-likely. Also, is possible to observe an the final stage of pregnancy [41-43]. These both growth fac-
increased uptake in all organs that is favored by the lower tors lead to increased permeability of the blood-brain barrier
binding of nanoparticles to albumin [39]. and corroborate the findings.

An important finding was the increased uptake of mag- The results showed in Figure 9 demonstrated that the
netic core mesoporous silica nanoparticles by the brain as magnetic core mesoporous silica nanoparticle can cross the
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Figure 12. ®™Tc magnetic core mesoporous silica nanoparticles biodistribution in the fetus from rat number 2.

placenta barrier and reach the embryos. There was a greater
accumulation in embryos 5 and 6. It is important to notice
that only free-unbound drug crosses the placenta. The reduc-
tion in albumin concentration mentioned before can explain
why mesoporous silica nanoparticle crossed the placenta bar-
rier [44-46]. The presence of albumin-unbound magnetic
core mesoporous silica observed in blood and heart
(Figure 8) facilitates the maternal-fetal transport mechanism
mediated by the syncytiotrophoblasts. In this case the syncy-
tiotrophoblasts cells, works as polarized plasma membrane
that allows compounds transport between mother and the
embryo. This passage occurs by the maternal circulation
within the uterine vasculature directly through the intervillous
spaces and then the syncytiotrophoblasts. Wherefore, blood
flows from the embryo side of the placental villi through the
embryo capillary endothelium to reach the embryo circulation
[37,47-50].

In the pregnant rats close to parturition, the uptake of
nanoparticles was observed in all placentas, with special
uptake by placentas 4, 5 and 7. The presence of nanoparticles
in the amniotic fluid was also observed, corroborating the
transplacental permeation and the primary elimination pro-
cess. Is important to keep in mind that small, lipid-soluble,
ionized, and poorly protein-bound molecules cross the pla-
centa easily. Due to the small size, poorly protein-bound
particles are presented in magnetic core mesoporous
silica nanoparticles transported by the placental bar-
rier [39,45,51,52].

During pregnancy, the female hormone influence in body
metabolism. In general, estrogens, progesterone and estradiol
increase rapidly during pregnancy. Both, estradiol and pro-
gesterone reach 100-fold higher concentrations when com-
pared with non-pregnant female. Nevertheless, the
concentrations of estrone and estriol reach ~300-fold higher
concentrations when compared with non-pregnant female. At
last, the concentration of estriol, an endogenous estrogen that
is exclusively produced by the fetal liver also rises in maternal
blood. These changes in female hormone expression leads to
downregulation of hepatic DME (drug-metabolizing enzyme)
expression by activating nuclear receptors, explaining the

lower uptake by liver and spleen [53-55]. The presence of
nanoparticle in amniotic fluid may happens also occurs via fetal
renal excretion and perhaps via the fetal membranes [56].

After crossing the placental barrier, nanoparticles suffer
dilution process once blood in the umbilical vein mixes with
fetal venous blood from: (i) gastrointestinal tract, (ii) the
lower extremities, (iii) the head and upper extremities, and
(iv) the lungs [57,58]. This explains the high uptake of mag-
netic core mesoporous silica nanoparticles in fetal stomach,
intestines and lungs. This pattern in the fetal circulation leads
to a delayed equilibrium between fetal tissues and fetal
blood, which explain the different values found in blood and
heart. Also, the biodistribution of the fetal cardiac output
may be influenced by hypoxemia and acidosis, both condi-
tions reached during the euthanasia process. Under these
conditions blood flow to the placenta, fetal brain and heart
increases substantially, explaining the high uptake in brain
and also in the heart. The high uptake in liver is explained by
the strategic situation of the fetal liver regarding the umbil-
ical circulation [54,59].

Most of the researcher may think that, once the magnetic
core mesoporous silica nanoparticles enter the fetal circulation
via the umbilical vein, it will be redistributed within the fetus
as they do in the adult. But this is not so, due a particularity
in fetuses. Actually, fetuses have an anatomical and functional
peculiarity on the vascular system in which both sides of the
heart work in parallel rather than in series as in the postnatal
period. This lead to an erratic circulation pattern, where most
of the blood entering the right atrium will not enter into the
right ventricle as it will after birth, but be shunted through
the foramen ovale of the atrial septum into the left atrium.
Then, blood will get into the left ventricle and be pumped
into the general circulation. This output supplies the fetal
brain, which also helps to explain the high uptake by the
brain. Nevertheless, the umbilical arterial concentration of
nanoparticles will frequently be lower than that of the umbil-
ical vein, and it reflects in the uptake/deposition in critical
organs such as brain, heart, and gastrointestinal system [60].

Part of the blood flow reaches the forelimbs and part of it
is pumped into the aorta to supply the remaining tissues.



The venous return from the head region (which explains the
high uptake in head) comes via the vena cava superior and
enters into the right atrium where is shunting as above into
the left atrium. The amount of nanoparticles that reaches the
right ventricle is pumped into the non-functional pulmonary
circulation, explaining the high uptake in lungs [60].

The uptake by thymus may be explained by the presence
of immune cells, since the implementation period of embryo.
Although some researchers associate the presence of immune
cells in the early stages of pregnancy as an innate immune
response (a response to the “foreign” fetus), current evidence
suggest that this immune cells are presented to facilitate and
protect the pregnancy. Therefore, the immune system at the
implantation site is not suppressed, on the contrary it is
active, functional and is carefully controlled [61].

In general, after that fetal idiosyncrasy, the biodistribution
showed similar uptake to mothers [62] close to parturition,
with marked uptake by thymus, muscle, stomach and intes-
tine. The data presented by the fetuses are very similar to the
biodistribution of the progenitors, demonstrating a factual
relationship between the processes of maternal-infant biodis-
tribution of nanoparticles

Conclusions

The results confirmed that magnetic core mesoporous silica
nanoparticles (with a size range of 58 nm) are able to cross
the placental barrier. Also demonstrated that they are able to
reach fetus's bloodstream being notably metabolized by
organ, which are under formation, with a high uptake by the
fetus brain, stomach, thymus, liver and lungs. Considering
this data and the results from cytotoxic and genotoxic assay
is priority that many more studies in this direction should be
done in order to certify the safety of nanoparticles, especially
during pregnancy.
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CONCLUSOES

Os resultados confirmaram que a nanoparticulas de silica mesoporosa com
ndcleo magnético (com um intervalo de tamanho de 58 nm) sdo capazes de atravessar a
barreira placentaria. Também demonstrou que elas sdo capazes de alcancar a corrente
sanguinea do feto sendo notavelmente metabolizada por 6rgdo, que estdo em formacao,
com uma alta absorcdo pela cérebro do feto, estbmago, timo, figado e pulmdes.
Considerando estes dados e 0s resultados do ensaio citotoxico e genotoxico

E prioridade que muitos outros estudos nessa direcdo sejam feitos para

certificar a seguranca das nanoparticulas, especialmente durante a gravidez.
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ANEXO A - Carta de aprovacio do Comité de Etica no uso dos animais CEUA-UFPE
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Redife, 02 de agosta de 2013,
Ofico n® 60613

Da Comissda de £xca no Uso de Anvmas (CEUA) da UFPE
Para: Prof Ralph Santos Ofivelra

Facudade oo Farmaca

Certro Universitario Estacual da Zona Oeste

Processo n® 23076 0208782013-27
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