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Nanomateriais sao particulas ou fibras que possuem pelo menos uma das trés di-
mensoes na faixa de tamanho entre 1 e 100 nm. Em virtude das suas propriedades
fisico-quimicas impares as nano particulas tém uma variedade de usos na industria e
cada vez mais fazem parte do nosso cotidiano. Entretanto, apesar do nimero crescente
de produtos da nanotecnologia chegando ao mercado, a avaliagao dos riscos das NPs
para salude esta na sua infancia. Os efeitos nocivos das NPs sobre o desenvolvimento
pré-natal tem sido ainda menos investigados. Este artigo sumariza a literatura sobre
os efeitos das NPs sobre o desenvolvimento. Os estudos sao em geral muito recentes e
incluem experimentos ex vivo empregando invertebrados e vertebrados nao-mamiferos,
ensaios in vitro (células tronco embrionarias de camundongos) e in vivo em roedores.
Muito pouco tem sido publicado a respeito dos efeitos das NPs na placenta e sobre a pas-
sagem das NPs da mae para o embriao e feto humanos. Algumas limitacdes dos ensaios
ex vivo e in vitro para evidenciar potenciais perigos das NPs para o desenvolvimento
prenatal humano sao discutidas nesta revisao. As diferencas de estrutura e funcao entre
a placenta de roedores e a placenta humana no periodo inicial da gravidez e a possivel
relevancia delas para a transferencia transplacentaria de NPs também sdo comentadas.

PALAVRAS-CHAVE: Nanoparticulas; Nanotoxicologia; Placenta; Avaliacao de
Risco; Toxicidade Reprodutiva
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Abreviacoes

Slep

NPs, Nano-sized particles; NNI, US National Nanotechnology Initiative; MCTI, Brazilian Ministry of Science, Techno-

logy and Innovation; AUC, area under the curve; C

max’

peak plasma, serum or blood concentration; PND, postnatal day;

GD, gestational day; QSAR, Quantitative Structure Activity Relationships; EPR, Enhanced Permeability and Retention;
EGFR, epidermal growth factor receptor; EST, mouse embryonic stem cell test; FETAX, Frog Embryo Teratogenesis
Assay-Xenopus; MTT assay, MTT dye (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide) cytotoxicity assay;
SWCNT, single wall carbon nanotubes; MWCNT, multiwall carbon nanotubes; SCID, severe combined immunodeficiency

mouse strain (lacking in T and B lymphocytes and immunoglobulins).

Introducao

Nano(n), do grego “nannos” (“anao”), se refere a 10 de
uma unidade de medida (por exemplo, 1 metro = 10° nanéme-
tros, 1 litro = 10° nanolitros, 1 grama = 10° nanogramas). E um
dos 20 prefixos latinos ou gregos que denotam multiplos deci-
mais (10") ou submultiplos (10™) das unidades no Sistema Inter-
nacional de Unidades (SI). Nas uUltimas décadas o prefixo nano
também tem sido utilizado para definir novos campos de estudo,
tais como as nanociéncias (o estudo das propriedades de es-
truturas, dispositivos e materiais ultra pequenos, normalmente
com dimensoes que variam entre 0,1 e 100 nm) e a nanotecno-
logia, que é o desenho, caracterizacdo, producéo e aplicacdo
de estruturas, dispositivos e sistemas através do controle de sua
forma e tamanho a uma escala nanométrica.

O surgimento da nanotecnologia parece ter sido inspira-
do em uma palestra intitulada “There’s plenty of room at the
bottom” ministrada por Richard Phillips Feynman no Instituto
de Tecnologia da California (Caltech, Pasadena, CA) em 29 de
dezembro de 1959. Feynman, um proeminente fisico tedrico
americano e Prémio Nobel, conhecido por suas contribuicées
para a mecanica quantica, esbocou um mundo de novas tec-
nologias que seriam capazes de operar e construir maquinas na
menor escala possivel, “estruturando objetos atomo por atomo”
e chegando ao auge da miniaturizagdo. Ele também observou
que nesta escala reduzida a magnitude de diversos fenomenos
fisicos poderia mudar - a gravidade poderia se tornar menos im-
portante ao passo que a tensao superficial e as forcas de Van der
Waals se tornariam mais relevantes. No entanto, o termo nano-
tecnologia foi utilizado pela primeira vez pelo cientista japonés
Norio Taniguchi em uma conferéncia realizada em 1974. Falando
sobre semicondutores, Taniguchi definiu nanotecnologia como
sendo “o processamento, separacao, consolidacao e deforma-
cdo de materiais por um atomo ou uma molécula”. A ideia da
nanotecnologia foi desenvolvida e popularizada por Eric Drexler
Kim através de varios artigos e um livro (“Veiculos de criacao:
a chegada da era da nanotecnologia”), publicado em 1986"234,

Em 2000 o governo dos EUA criou o programa National Nano-
technology Initiative (NNI), um esforco interinstitucional de apoio

a investigacdo em nanotecnologia e desenvolvimento em laborato-
rios académicos, governamentais e industriais em todo o pais°. Na
mesma linha, em 2003 o Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inova-
cao (MCTI) criou um grupo de trabalho de especialistas para fazer
recomendacdes de um programa de governo de apoio ao desenvol-
vimento da nanociéncia e da nanotecnologia no Brasil. A NNI defi-
niu a nanotecnologia como “a compreenséo e controle da matéria
de dimensoes entre cerca de 1 e 100 nm, onde fenémenos Unicos
permitem o desenvolvimento de novas aplicacoes”, enquanto que
o grupo de trabalho brasileiro a descreveu como “um conjunto de
acoes de pesquisa, desenvolvimento e inovacao que podem surgir a
partir de propriedades especiais da matéria organizada em estrutu-
ras, cujas dimensoes estao na escala nanométrica”®”.

Em sua palestra, Feynman ressaltou que quando as dimensoes
de um material sao extremamente reduzidas, aproximando-se do
nivel atébmico ou molecular (escala nanométrica), algumas de
suas propriedades fisicas podem mudar drasticamente. A medida
que as dimensoes de um material diminuem, inicialmente as pro-
priedades fisicas permanecem inalteradas, seguida de pequenas
alteracdes, e quando o tamanho cai abaixo de um certo nivel (por
exemplo, <100 nm), mudancas drasticas poderao ocorrer. Algu-
mas alteracoes relacionadas ao tamanho, tais como o aumento
na razao area superficial/volume (ou area superficial por unida-
de de massa) sao alteracoes graduais, que se tornam cada vez
mais importantes a medida que o tamanho da particula se reduz.
Contudo, outras alteracées nas propriedades fisicas e quimicas
ocorrem em pontos criticos, quando a reducdo no tamanho das
particulas se aproxima da escala nanométrica. Estes chamados
efeitos quanticos podem envolver alteracoes nas propriedades
elementares, tais como ponto de fusao e cor, alteracoes no com-
portamento aerodinamico e aumento na percentagem de atomos
e moléculas que se encontram na superficie da particula. Todas
essas alteragoes fisicas e quimicas podem afetar as interacdes das
particulas com sistemas biologicos e portanto podemos supor que
os efeitos na salde e a toxicidade dos materiais também podem
ser drasticamente afetados na escala manométrica.

Quanto a regulamentagao dos riscos, os produtos nanotec-
nologicos geralmente sdo definidos pelo seu tamanho e nao pela
sua composicao quimica. No entanto, tem havido controvérsias

i The definition recommended by the European Commission states that “Nanomaterial means a natural, incidental or manufactured material containing particles, in an
unbound state or as an aggregate or as an agglomerate and where, for 50% or more of the particles in the number size distribution, one or more external dimensions is
in the size range 1 nm-100 nm”. (2011/696/EU; Official Journal L, 275(2011) pp. 38-40). Although some consensus has been reached on the size range of nanomaterials
(1-100 nm) (1SO 2012; http://www.iso.org/obp/ui/#home), in fact there is no clear size threshold or point for changes in physicochemical properties, thus the chosen

100nm cut off was an arbitrary and political choice rather than a science-based decision.

ii Occupational exposure to manufactured or engineered nanomaterials was originally regulated as “particulates not otherwise regulated” (PNOR) by US OSHA (2006)°.
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a respeito da definicdo dos termos “nanoparticulas” e “nano-
particulado” e sobre quantas dimensoes devem ser inferiores
a 100 nm para atender tais definicoes®. Caso pelo menos uma
dimensao (de uma estrutura tridimensional) esteja na escala de
1a 100 nm, a particula é denominada “poco quantico”. Se duas
dimensdes estiverem na escala nanométrica a estrutura é cha-
mada de “fio quantico”, e se as trés dimensoes forem nanomé-
tricas a estrutura é denominada “ponto quantico”.

Nanomedicina e nanotoxicologia

Nanomedicina é um termo novo que designa um campo pro-
missor que surgiu a partir da unidao bem sucedida da nanotec-
nologia e da medicina’®''. A potencial aplicacao e incorporacao
da nanotecnologia na pratica clinica envolve principalmente o
desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos para o tra-
tamento (por exemplo, sistemas de transporte de medicamen-
tos baseado em nanoparticulas (NPs), proteses para implantes
projetadas com nanoengenharia), diagnéstico, terapia e moni-
toramento de condi¢cbes mérbidas (por exemplo, biomarcado-
res, biossensores e agentes de contraste para procedimentos de
diagndstico por imagem)™13.14,

Uma vantagem da nanotecnologia no desenvolvimento de
medicamentos é a possibilidade de superar a baixa solubilida-
de aquosa e a baixa biodisponibilidade de principios ativos'.
A reducao no tamanho das particulas resulta no aumento da
taxa de dissolucdo de formulacdes solidas (tais como com-
primidos e capsulas) e melhora a taxa e o tempo de absor-
cao do ingrediente ativo (isto é, a sua biodisponibilidade por
via oral) a um nivel que é inatingivel com medicamentos
micronizados™. A principio também ¢é possivel desenvolver
NPs que transportem ingredientes farmacéuticos ativos a
um tecido ou célula alvo (por exemplo, tumores)™. Sistemas
de transporte de medicamentos baseados na nanotecnologia
sdo uma abordagem terapéutica promissora, em particular
na area da oncologia. Os medicamentos anticancerigenos sao
tipicamente administrados por infusao intravenosa e muitos
dos seus ingredientes ativos sdao pouco solUveis. Entre os prin-
cipais problemas das drogas oncologicas que podem ser solu-
cionados pela nanotecnologia estdo: a penetracdao de mem-
branas celulares capazes de inibir a chegada de moléculas ao
local alvo, a superacao do fendmeno de resisténcia a multi-
plas drogas e a melhoria da estabilidade do ingrediente ativo
in vivo. Um estudo realizado por Rios-Doria et al."” descreveu
recentemente um copolimero tribloco capaz de encapsular
daunorrubicina e outras drogas anticancer hidrofilicas" para
injecdo intravenosa e que melhora a estabilidade de farmacos
in vivo, bem comoa C_, e AUC (Area Under the Curve)". O es-
tudo de Rios-Doria et al."” é um bom exemplo da contribuigao
da nanomedicina para a melhoria da eficacia dos agentes hi-

Desafios atuais da pesquisa em toxicologia

drofdbicos para a quimioterapia do cancer, disponiveis atual-
mente. Uma inovagao com ainda mais impacto ¢ a criacao de
formulacdes de medicamentos anticancerigenos que podem
atuar especificamente nas células tumorais, evitando danos
aos tecidos nao tumorais e efeitos adversos'®'. Uma das dife-
rencas entre tecidos malignos e nao-malignos que parece via-
bilizar o sistema de transporte de medicamentos anticancer
alvo-seletivos é o fendmeno da permeabilidade aumentada e
retencao (Enhanced Permeability and Retention - EPR)", que
ocorre em tumores solidos. Devido a drenagem linfatica de-
ficiente e angiogénese desregulada, a vasculatura permeavel
e desestruturada dos tumores solidos permite que as NPs se
acumulem passivamente dentro do tecido maligno. Sengupta
et al.” usaram como modelo a cisplatina e desenvolveram
NPs de platina (II) acoplada ao colesterol que exibiram efica-
cia antitumoral in vivo e in vitro“ significativamente melhor
e com diminuicdo da toxicidade sistémica e renal. A viabili-
dade desta abordagem inovadora também foi observada em
estudos que mostraram que as NPs de ouro podem ser usadas
para desenvolver drogas anticancer mais seletivas e menos
toxicas?*?*. Neste sentido, foi mostrado que o TNF-a conju-
gado com NPs de ouro se acumula seletivamente em tecidos
tumorais e assim permite o fornecimento de doses elevadas
desta citocina proé-inflamatoéria diretamente ao local alvo,
contornando os efeitos colaterais indesejaveis causados por
niveis elevados de TNF-a na circulacéo sistémica?.

Nanotoxicologia ou avaliagdo dos riscos no uso
de nanoparticulas

0 prefixo “nano” foi adicionado pela primeira vez a
toxicologia no inicio deste século, para definir uma nova
subcategoria desta disciplina cientifica (nanotoxicologia)
alguns anos apo6s a nanotecnologia ter se tornado o centro
das atencdes?>?6:27:262  No entanto, a toxicidade das parti-
culas ultrafinas naturais ou acidentais, incluindo aquelas
na faixa de escala nano, ndo € um tema inteiramente novo
para toxicologistas, especialmente para aqueles preocupa-
dos com os efeitos da poluicdo atmosférica na saide. Ha
muito tempo sabe-se que os efeitos bioldgicos de aerossois
e particulas inalados dependem das sua dimensdes e con-
formacoes, de modo que apenas aqueles menores que 10
mm eventualmente atingem os pulmées. Embora contribu-
am muito pouco para a massa total de particulas poluidoras
do ar, as particulas ultrafinas (< 0,01 pm de didmetro) sao
encontradas em concentracdes elevadas no ar poluido, e
varios autores acreditam que elas desempenham um papel
causal nos efeitos prejudiciais da poluicdo atmosférica na
salde’313233, Estudos publicados nos anos 90 sugeriram que
particulas com diametro menor que 100 nm causaram uma

iii A drug delivered directly at a therapeutic target is reminiscent of Paul Ehrlich’s concept of a “Magic Bullet” (“magische Kugel”) or the ideal therapeutic
agent that would selectively hit the pathogen causing no undesirable effects or injury to patient’s organs and tissues.

iv In Rios-Doria et al’s study'’, particle sizes of encapsulated anticancer drugs were 30-80 nm.

v The general mechanism underlying the tumoritropic properties of some anticancer proteins was originally reported by Matsumara and Maeda'® who also
introduced the idea of EPR in 1986. Further studies described that the endothelial layer of tumor blood vessels is poorly structured and has larger intercellular

gaps (0.5-2.5 mm wide)?:21:22,

vi Anti-tumor activity was tested in vivo in murine 4T1 breast cancer and ovarian cancer models™.
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Tabela 1. Nimero de artigos que tratam de nanotecnologia, nanotoxicologia e toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento de

nanoparticulas encontrados na base de dados Pubmed, em 2013, usando diferentes combinacdes de termos de busca.

Termos de busca

n° de artigos  Publicado pela primeira vez (ano)  n° de artigos em 2012  n° de artigos em 2013*

Nanotecnologia 41.908
Nanoparticula + toxicidade 6.791
Nanotoxicologia 635
Nanoparticula + gravidez 129
Nanoparticula + placenta 67
Nanoparticula + toxicidade do desenvolvimento 91
Nanotoxicologia + gravidez 9
Nanotoxicologia + placenta 5

1991+ 5.920 3.025
1982++ 1.528 1.013
2004 237 191
1992 1 18
1999 17 13
2006 23 26
2009 4 4
2011 1 3

* Desde 1° de setembro de 2013. + Um trabalho notavel realizado por Kim Drexler (Nanotecnologia: o passado e o futuro) foi publicado em 1992.
++ Um estudo de 1982 realizado por Kante e cols.?” com NPs depolialquilcianoacrilato foi o artigo mais antigo encontrado no banco de dados Pubmed.

toxicidade (resposta inflamatodria) maior no tecido pulmonar
quando comparadas com particulas maiores®*3>,

Toxicologia do desenvolvimento de materiais
nanoestruturados

Em 2011 o relatorio de um workshop"' internacional sobre
a avaliacdo da seguranca dos produtos nanotecnologicos ob-
servou que “nao estamos nem comecando a compreender os
potenciais efeitos sobre a saliide, nem temos todas as respostas
que o publico, autoridades reguladoras e decisores politicos
necessitam”. De acordo com a opinido dos participantes do
workshop, talvez a nanotoxicologia ainda esteja longe de de-
finir uma estratégia preditiva de ensaios*. No que diz respeito
aos riscos reprodutivos e de desenvolvimento (ou seja, nano-
toxicologia do desenvolvimento), ainda estamos tomando os
primeiros passos nesse sentido.

De fato, uma pesquisa na base de dados Pubmed (01 de
setembro de 2013) revelou que nanotoxicologia do desenvol-
vimento nao sé surgiu muito mais tarde do que o campo mae
da nanotecnologia mas também suscitou menos interesse de
pesquisa do que o estudo da toxicidade dos nanomateriais em
individuos adultos (Tabela 1)%.

Ema et al.®, Campagnolo et al.** e Sun et al.* em 2010,
2012 e 2013, respectivamente, revisaram a literatura sobre a
toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento de nanomateriais
manufaturados, enquanto Juch et al. em 2013 abordaram a
interferéncia de NPs na funcao placentaria humana“'.

As revisdes anteriores e a pesquisa bibliografica no Pubmed
(Tabela 1) mostraram consistentemente que ha relativamente
poucos estudos sobre a toxicidade reprodutiva e do desenvol-
vimento de NPs e que pouco se sabe sobre os efeitos das NPs
na placenta durante o inicio da gravidez.

Como mostrado na Tabela 2, a toxicidade para o desenvolvi-
mento de varios nanomateriais foi avaliada em invertebrados (mo-
luscos e ouricos do mar) e vertebrados nao mamiferos (peixes e
Fas)*2:43,44:45,46,47,48,49,50,51,52,53,5455 - O desenvolvimento embrionario do
peixe-paulistinha Danio rerio € o modelo ndo-mamifero mais co-
mumente utilizado em estudos de toxicidade reprodutiva das NPs.

As vantagens de usar o peixe-paulistinha como modelo sao: a
sua fecundidade, pois depositam de 200-300 ovos a cada 5-7 dias;
o rapido desenvolvimento embrionario; o fato do desenvolvimen-
to embrionario ocorrer in vitro (por exemplo, em placas de pocos
multiplos). Considerando que os embrides de peixes-paulistinha
permanecem transparentes ao longo da maior parte do desenvol-
vimento antes da eclosdao, a morfogénese dos principais 6rgaos
e estruturas do corpo, tais como cérebro, coluna vertebral, co-
racdo, mandibula, segmentacao do corpo, pode também ser ob-
servada em tempo real*®. Ovas de peixe maduras e embrides em
desenvolvimento sao envoltos por uma camada acelular, o corion.
A capacidade do corion de servir como uma barreira protetora
eficaz que evita a penetracao de diversos compostos nao foi ava-
liada de forma abrangente, de modo que o corion geralmente é
removido" para evitar supostos falsos negativos em ensaios pre-
ditivos de embriotoxicidade™*®. Em principio, as NPs (< 100 um
em uma dimensao) podem penetrar no embriao do peixe-paulisti-
nha através dos canais dos poros do corion (com diametro de 0,5
a 0,7 pym). De fato, foi demonstrado que as Ag NPs penetram no
espaco coridnico por difusdo passiva e movimento Browniano®.
No entanto, varios relatos sugerem que o corion atua como uma
barreira contra a penetracao de SWCNP aglomerados> e algumas
NPs como TiO,* e Si0, e NPs fluorescentes que aderem a superfi-
cie do corion mas nao entram no embriao®'.

A toxicidade do desenvolvimento de uma variedade de NPs
fabricadas, incluindo as derivadas de metais (Ag, Au, Co, Cu,
Ti, Zn), silica e carbono (SWCNTs, MWCNTs, fulereno ou C60%)

vii The “t*-transatlantic think tank for toxicology” workshop*, held in 2010, at the 10*" anniversary of the US NNI, discussed strategies to assess the safety of
nanotechnology products. The t* wokshop was organized by the Jonhs Hopkins Center for Alternatives to Animal Testing (CAAT), a center committed to the Three

Rs (replacement, reduction and refinement of animal use).

viii Under laboratory test conditions, zebrafish embryos develop normally outside their chorions. The dechorination can be achieved mechanically by using
forceps and an enzymatic pretreatment (pronase) that makes the chorion easier to remove.

ix Fullerenes are composed entirely of carbon (e.g., 60 carbons) and may have different forms and shapes such as a hollow sphere, ellipsoid or tube. Carbon
nanotubes are cylindrical fullerenes that are usually only a few nanometers wide and range from a micrometer to several millimeters in length.
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foi testada em peixes (peixes-paulistinha®?43:45:4%.50,53,54,55 @ peixe
japonés Medaka*), sapo (ensaio FETAX®?), moluscos (ostras® e
caracois de agua doce*®), e embrides de ourico do mar*+. Como
mostrado na Tabela 2, a exposicao de embrides de animais nao
mamiferos a uma diversidade de NPs resulta em atrasos na eclo-
sao, morfogénese anormal, aumento da mortalidade embriona-
ria e outras anormalidades no desenvolvimento. Em alguns casos
(por exemplo, utilizando fulereno C60) foi demonstrado que os
efeitos nocivos sobre o embriao sao gerados pelo estresse oxida-
tivo provocado pelas NPs*. Fatores como a estabilidade das NPs
no ensaio, a liberacao local de ions e a tendéncia de algumas
NPs de aglomerar* com a idade em certas condicoes experimen-
tais devem ser levados em consideracao durante a interpretacao
dos resultados dos testes. Também deve-se ter em mente que
a toxicocinética e embriotoxicidade de NPs nos estagios iniciais
de formacao (predominantemente no estado singlete) e em es-
tados mais tardios de formacao (predominantemente aglomera-
dos) podem diferir acentuadamente.

Uma questdo chave na criacdo de uma estratégia de teste
de toxicidade do desenvolvimento de uma NP é como equilibrar
a relacdo custo-eficacia e a viabilidade, a fim de avaliar um nu-
mero cada vez maior de produtos nanotecnoldgicos que sao co-
mercializados, através de ensaios ou medicdes multifasicas com
valor preditivo dos riscos potenciais para embrioes humanos.

Os ensaios com embrides do peixe-paulistinha sao sensiveis,
simples, rapidos e relativamente baratos. Visto que até mesmo
0 passo de descoloragao dos ovos maduros é automatizado, um
ensaio otimizado usando embrides de peixe-paulistinha por en-
quanto parece ser o teste ex vivo mais adequado para a ensaios
de alta capacidade para avaliacao dos riscos de NPs ao embriao®.

Alguns autores propuseram o teste de células-tronco em-
brionarias de rato (EST) como valiosa ferramenta in vitro para a
triagem da toxicidade de NPs para o desenvolvimento®. Ao rea-
lizarem testes in vivo (rato) e in vitro (EST) sobre a toxicidade
de nanotubos de carbono (SWCNTs) para embrides, Pietroiusti
et al.®' concluiram que o teste in vitro EST previu resultados in
vivo e identificou as SWCNTs oxidadas como sendo mais toxicas
do que as nao-oxidadas (cristalinas). Utilizando o teste EST, Park
et al.® concluiram que NPs de silica de 10 e 30 nm (tamanhos
principais) inibiram a diferenciacao concentracao-dependente
de células-tronco em cardiomidcitos contrateis, ao passo que
NPs de silica de 80 e 400 nm (tamanhos primarios) nao tiveram
nenhum efeito até a maior concentracao testada.

No entanto, o valor preditivo dos testes de toxicidade do
desenvolvimento realizados em animais nao-mamiferos, ou em
células-tronco embrionarias de mamiferos in vitro (EST), é li-
mitado. A placenta é um érgao alvo potencial de toxicidade
das NPs e a interferéncia dos nanomateriais no desenvolvimen-
to e funcéo placentaria pode eventualmente resultar em parto
prematuro, retardo no desenvolvimento pré-natal, malforma-
coes congénitas e/ou perdas gestacionais®?646%66:67,68,

Considerando a auséncia de disfuncdes placentarias ou
perturbacoes na homeostase materna (ou seja, toxicidade

Figura 1. Mecanismos pelos quais as nanoparticulas (NPs) e me-
dicamentos carreados por NPs no sangue materno podem pene-
trar na placenta humana e atingir o embrido ou feto em desen-
volvimento. A interface entre a circulacdo materna e o sangue
embrionario/fetal envolve o sinciciotrofoblasto — ST (um sincicio
multinucleado terminalmente diferenciado formado pela fusao de
citotrofoblastos), a matriz ou o tecido conjuntivo das vilosidades
coribnicas onde encontram-se os vasos sanguineos, denominado
estroma viloso (EV) e o revestimento endotelial de capilares fetais,
formado por uma Unica camada de células achatadas. A — Fuséo
com a membrana do ST. NPs cati6nicas e lipossomos no sangue ma-
terno podem se fundir com a membrana do ST e atingir o citoplas-
ma, onde podem se separar, liberando o seu contetdo diretamente
no citosol do ST. Assim, o conteldo das NPs pode se difundir no
estroma viloso e na rede capilar do feto e entrar no lumen capilar.
Uma outra possibilidade (ndo mostrada) é as NPs ou lipossomos
permanecerem intactos no citoplasma e se fundirem com a mem-
brana basal (MB) do ST e liberar o seu contetido no estroma vilo-
so. B — Endocitose. NPs podem ser internalizadas via endocitose e
degradadas em endossomos, liberando o seu contedo no citosol
do ST. Alternativamente, tais particulas podem ser transportadas
via transcitose até o estroma viloso. Através de difusdo simples,
NPs (através de poros entre células endoteliais) ou o seu contetido
(por meio de poros e através do citoplasma das células endoteliais)
podem atingir o lumen dos capilares fetais. C — Mecanismo me-
diado por receptor. NPs modificadas por ligantes podem se ligar a
receptores da membrana apical do ST em processo de endocitose.
Tais NPS podem posteriormente se separar de ligantes e liberar seu
conteudo no citosol do ST ou podem ser transferidas via transcitose
ao estroma viloso. D — NPs com determinadas caracteristicas em
termos de dimensdes, carga, e composicdo da superficie podem
nao conseguir penetrar na membrana apical da ST, e assim nao se-
rao transferidos do compartimento materno para o compartimento
fetal. Em qualquer um dos casos de NPs que penetram na membra-
na apical do ST (A, B e C), uma outra possibilidade é a retencéo de
NPs intactas no citoplasma do ST.

x Agglomeration of nanoparticles (enlarging the real particle size) is known to be influenced by number, concentration and other physical factors.
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Tabela 4. Diferencas interespecificas na morfologia e funcao placentaria.

Caracteristica Roedores Primatas
Ratos Camundongos Macaco Rhesus Humanos

Durag&o da gestacao (dias) 22 19 166 266
Implantagao (DG) 5-6 5 9 6-7
Implantacao

inicial excéntrica excéntrica superficial intersticial

tardia intersticial intersticial
Forma discoide discoide bidiscoide discoide
Placenta (Membrana fetal)

inicial saco vitelino invertido saco vitelino invertido corioalantoide corioalantoide

definitiva corioalantoide

corioalantoide

corioalantoide corioalantoide

Tipos de implantac&o: 1) superficial: saco coriénico encontra-se em contato com lUmen uterino; 2) excéntrica: saco coridnico encontra-se em um compartimento
parcialmente separado do limen uterino; 3) intersticial: saco coriénico encontra-se dentro da parede uterina e perde o contato com o limen uterino. Placenta
corioalantoide: formada pelo corion (membrana avascular mais externa da vesicula embrionaria), que é estimulado e recebe vascularizacao do alantdide.
Placenta com saco vitelino invertido: formada por membranas de grandes sacos vitelinos de roedores, é as vezes chamado de “invertido” porque membranas
vitelinas externas se tornam descontinuas em aposicdo a parede uterina, deixando a membrana do saco vitelino interior quase em contato com o limen e
epitélio uterinos. Os roedores s6 desenvolvem a placenta corioalantdide definitiva depois que o sistema circulatorio esta funcional (em ratos, com 11-11,5 DG),

enquanto que placentas de saco vitelino nao sao formados em primatas.

materna), os efeitos adversos de NPs no desenvolvimento
pré-natal ocorrem pela transferéncia de NPs da placenta ao
compartimento embrionario/fetal (Figura 1).

Em sistemas de teste em animais nao-mamiferos, os ovos
e embrides estao diretamente expostos e portanto estes en-
saios nao sao capazes de antecipar os efeitos indiretos das NPs
(mediados por via materna ou placentaria). Além disso, para
aumentar a sensibilidade do teste, as possiveis barreiras a pene-
tracdo de substancias teste no ovo sao removidas, assim como o
corion é removido no ensaio com o peixe-paulistinha e a cama-
da gelatinosa dos embrides no teste FETAX (ra)®*. Portanto, o
teste com peixe paulistinha e outros testes em animais nao-ma-
miferos conseguem detectar possiveis substancias toxicas ao de-
senvolvimento que nao alcancariam os embrides de mamiferos
devido as funcdes protetoras da placenta e organismo materno,
mas nao conseguem detectar efeitos nocivos resultantes da to-
xicidade materna e disfuncdo placentaria. Em outras palavras,
os testes em animais ndo mamiferos ou in vitro nos quais a expo-
sicdo dos embrides as NPs ndo ocorre através da placenta podem
gerar resultados falso-negativos e falso-positivos com relacao
aos riscos potenciais para o desenvolvimento em mamiferos.

Transferéncia transplacentaria e toxicidade
para embrides de mamiferos

Estudos cinéticos de compostos xenobidticos classicos su-
gerem que moléculas altamente hidrofilicas e com alta massa
molecular (> 1 kDa) nédo sao transferidas ao embrido através da
placenta*’. No entanto, como destacado por Maynard et al.?,
devido as mudancas drasticas nas interagcées com sistemas bio-

logicos dependentes do tamanho das NPs, a toxicidade das NPs
criadas artificialmente pode ocorrer devido a penetracao pas-
siva de particulas e fibras em tecidos normalmente inacessiveis
a moléculas e particulas grandes?.

Como demonstrado por estudos descritos na tabe-
la 3, a exposicdo materna a uma variedade de NPs foi asso-
ciada a efeitos prejudiciais aos embrides de camundon-
gOS e ratOSM,70,72,73,74,75,76,77,78,79,80,81,82,83,84_ Em pelo menos trés
estudos’77:82xi NPs foram detectados na prole exposta na fase
pré-natal, demonstrando que as NPs testadas foram transferidas
aos embrides através da placenta. No entanto, Blum et al. 81
detectaram NPs (CsO) na placenta e 6rgaos maternos de camun-
dongos tratados mas nao em fetos. Portanto, os efeitos embrio-
toxicos de NPs de CsO apontados pelos autores (por exemplo,
atraso no crescimento fetal e neonatal) foram provavelmente
secundarios aos efeitos sobre a placenta e/ou toxicidade ma-
terna (Tabela 3).

Em geral, os estudos com roedores realizados até o mo-
mento indicaram que a exposicdo de femeas gravidas a dife-
rentes tipos de NPs pode resultar em uma variedade de efeitos
adversos a gravidez, como a mortalidade embrionaria, atra-
so no desenvolvimento intra-uterino, anomalias estruturais
e expressdo génica alterada na prole exposta durante a fase
intra-uterina (Tabela 3). Outros estudos forneceram dados ci-
néticos adicionais que sugerem que NPs toxicas atravessaram a
placenta e atingiram os embrides. No entanto, em pelo menos
um caso os efeitos embriotoxicos das NPs parece ter sido se-
cundario a toxicidade materna e/ou da placenta ®'. A auséncia
de efeitos adversos ao desenvolvimento do embridao, mesmo
quando a exposicao a NPs resultou em toxicidade materna

xi In the FETAX assay® after frog egg laying, the jelly coat (a thick, sticky coating surrounding the egg) is removed by gently swirling the egg mass with a solution of
L-cysteine. This de-jellying of embryos is undertaken to facilitate xenobiotic penetration of the egg thereby enhancing assay sensitivity to developmental toxicants.
xii Exceptions to this rule are large macromolecules specifically transported by the synctiotrophoblast, for example IgG (from the 13t week of human pregnancy

onwards).

xiii In Jo et al’s study, pups underwent euthanasia on PND4 and so transference of NPs to pups via the maternal milk cannot be ruled out in this case.
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Figura 2. Diferencas entre os tipos de placentacdo excéntrica (roedores) e intersticial (humanos). Note-se que na placentacao
excéntrica, o saco coridnico esta dentro de um compartimento que encontra-se parcialmente em contato com o lumen uterino, ao
passo que no tipo intersticial o saco corionico é totalmente envolto pela parede uterina e nao mantem contato com o limen uterino.

acentuada, também foi relatada’. Em um estudo realizado por
Chan & Shiao® blastocistos de rato foram expostos as NPs do
tipo CdS e QDs in vitro e em seguida implantados no Utero.
Neste estudo os autores observaram os feitos prejudiciais des-
tas NPs no desenvolvimento embrionario, tanto in vitro (atra-
vés de apoptose de células de blastocistos) como in vivo apds a
transferéncia e implantacéo in vitro de embrides.

Devido as diferencas na estrutura e fungéo placentaria en-
tre espécies, os efeitos toxicos das NPs sobre o desenvolvimen-
to de roedores talvez nao ocorram em humanos® (Tabelas 4,5,
Figura 2). No rato o saco vitelino visceral invertido (intimamente
aposto aos tecidos uterinos) é a principal estrutura que medeia
as trocas materno-embrionarias no inicio da gravidez (DG 7,5-
12)%%, No entanto, em humanos n&o ha nenhuma indicacao de
que a nutricao histiotrofica (através do saco vitelino) € uma via
importante para a aquisicdo de nutrientes e trocas hemotrdpi-
cas®®. Em roedores também foi demonstrado que as substancias
que inibem a funcao do saco vitelino, tais como o azul de tripano
e a concanavalina A, também sao teratogénicas®”#. Sendo assim,
as diferencas entre espécies na estrutura e funcdo da placenta
sugerem que os inibidores de trocas materno-embrionarias me-
diadas pelo saco vitelino em roedores nao provoquem efeitos
teratogénicos semelhantes em seres humanos. Embora esta seja
uma explicacdo para alguns dos efeitos embriotoxicos mostrados
na Tabela 3, o efeito das NPs nas trocas materno-embrionarias e
o grau de inibicao pelas NPs nao foram totalmente elucidados.

Atualmente pouco se sabe sobre o transporte de NPs através
da placenta e se as NPs interferem em funcdes placentarias em
humanos®*% e apenas alguns estudos abordaram estas questoes.
Myllynen et al.®” observaram que NPs de ouro peguilhadas®” (de
10 a 30 nm de didametro) nao atravessaram (em quantidades de-
tectaveis, através de ICP-MS) a placenta humana perfusada ex
vivo durante um teste de perfusdo de 6 h. Os autores também

Tabela 5. Diferencas funcionais entre o saco vitelino inverti-
do e a placenta corioalantoide.

Estrutura da placenta Caracteristicas funcionais

Saco vitelino invertido As trocas materno-fetais ocorrem por
(roedores: inicio da gravidez)  processo histiotrofico; as células epiteliais
do saco vitelino realizam pinocitose
(processo lisossomo-dependente)
de macromoléculas encontradas nas
secregoes do Utero materno

Corioalantdide (primatas,
e definitiva em roedores;
apos 11-11,5 DG em ratos)

As trocas materno-fetais ocorrem por
processo hemotroéfico direto

A troca de nutrientes na placenta corioalantoide através de processo
hemotrofico é mais rapida e eficiente do que a troca mediada por
processo histiotrofico no saco vitelino invertido

observaram que NPs de ouro foram absorvidas pela camada de
células de sinciciotrofoblasto (possivelmente através de endo-
citose ndo-especifica), o que sugere que a placenta é capaz de
sequestrar estas NPs. Wick et al.®® também usaram um método
de perfusao placentaria ex vivo por 6 h aplicada na direcao ma-
terno- fetal para investigar o transporte placentario de esferas de
poliestireno de 50 a 500 nm marcadas por fluorescéncia. Os resul-
tados do estudo mostraram que NPs de poliestireno menores que
240 nm exibiram uma capacidade tamanho-dependente de atra-
vessar a placenta, no sentido da circulacao fetal. Aparentemente
0 processo de transferéncia é saturavel e envolve um mecanismo
de endocitose. Um estudo recente de Sennegaard-Poulsen et al.®
utilizando o ensaio de citotoxicidade MTT em um modelo in vitro
(clone b30 da linhagem BeWo de coriocarcinoma) e um modelo
ex vivo (placenta humana perfundida) descobriram que NPs de
silica em concentragdes superiores a 100 ug/ml diminuiram a via-
bilidade de células BeWo. Os autores também observaram que a

xiv PEGylation is a covalent attachment of polyethylene glycol (PEG) polymer chains to NP or another molecule. The covalent attachment of PEG to a drug or
therapeutic protein can “mask” the NP or macromolecule from the host’s immune system, increase its water solubility and hydrodynamic size (size in solution),

and reduce its renal clearance, thereby prolonging its circulatory time.

xv Kaitu’u-Lino et al ® used bacterially derived nanospheres (400nm in diameter) known as “EnGenelC Delivery Vehicles” (EDVs) to target the epidermal
growth factor receptor (EGFR) and so promote trophoblast tissue specific delivery of the antineoplastic drug doxorubicin. Placental targeting was achieved
with the presence of bispecific antibodies against EGFR on the sphere surface. Since EGFRs are highly expressed on the placenta surface, doxorubicin (an
antiproliferative agent) was specifically delivered to the target abnormal tissue. It is of note that these EDV are larger than 100 nm in diameter, and so

technically they do not fit the previous (arbitrary) definition of NP.
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percentagem de NPs de silica que atingiu o perfusato fetal apos
6 h foi limitada a 4,2 e 4,6%, para NPs de 25 e 50 nm, respecti-
vamente, o que sugere que as NPs sao fracamente transportadas
através de células BeWo®.

Por outro lado, o transporte seletivo de NPs a placenta e
embrido eventualmente pode ser Gtil para o tratamento de
condicdes médicas com risco de vida envolvendo o crescimen-
to anormal de trofoblastos, tais como a gravidez ectopica, co-
riocarcinoma e placenta accreta. Em consonancia com isso,
Kaitu’u-Lino et al. ® usaram NPs ¥ carregadas com doxorrubi-
cina para fornecer este medicamento quimioterapico ao tecido
placentario. Os autores demonstraram que o transporte de NPs
+ doxorrubicina ao alvo induziu uma regressao acentuada em
tumores xendgrafos em células JEG-3 de coriocarcinoma em
camundongos SCID. Estes mesmos autores também mostraram
que NPs direcionadas ao receptor EGFR foram rapidamente
incorporadas por explantes de placenta humana ex vivo e in-
duziram apoptose. Em um ensaio in vitro usando células JEG-3
estas NPs causaram inibicao de viabilidade e da proliferacao
celular e aumento da apoptose. No geral os resultados de labo-
ratorio sugerem que esta € uma abordagem terapéutica viavel
para novos ensaios clinicos em pacientes do sexo feminino com
disturbios no crescimento do epitélio trofoblastico.

Conclusoées

Embora necessaria para avaliar os riscos de salide nas mu-
lheres, as avaliacoes de toxicidade reprodutiva e do desen-
volvimento de NPs permanecem aquém da rapida expansao
do nimero e aplicacdes de novos produtos nanotecnologicos
recentemente introduzidos no mercado.

Como mostrado nas Tabelas 2 e 3, os estudos experimen-
tais realizados até agora indicaram que varios tipos de NPs
podem ter efeitos adversos ao desenvolvimento embrionario
de invertebrados como ouricos do mar, ostras e caramujos de
agua doce, de vertebrados ndao mamiferos (peixes e sapos) e de
mamiferos (ratos e camundongos). Além disso, alguns estudos
em roedores encontraram evidéncias de que algumas NPs toxi-
cas atravessaram a placenta e atingiram o compartimento do
embriao/feto. No entanto, as diferencas no desenvolvimento
e na funcdo placentaria no inicio da gravidez entre diferentes
espécies (por exemplo, saco vitelino invertido em ratos em
relacéo as vilosidades coridnicas em humanos) torna inviavel a
extrapolacao dos resultados de roedores para humanos. Com
excecao dos estudos ex vivo utilizando placentas perfusadas,
pouco sabemos a respeito da capacidade da placenta humana
de incorporar e transferir NPs ao embrido/feto. Até onde sa-
bemos ndo ha estudos de toxicidade para o desenvolvimento
de NPs em primatas ndo-humanos e em outros mamiferos além
de roedores.

Varios problemas e dlvidas precisam de ser resolvidos antes
de se planejar uma estratégia de pesquisa ou de testes multi-
fasicos para elucidar os potenciais riscos ao desenvolvimento
através da utilizacdo de novos produtos nanotecnologicos.

o®

Uma das maiores dificuldades é que os nanomateriais em
uso e em fase de desenvolvimento sdo constituidos de uma
diversidade de NPs. Como destacado por Clark et al.*®, mesmo
dentro de uma unica classe de NPs, tais como NPs a base de
carbono ou de 6xido metalicos, ha uma ampla gama de tama-
nhos e conformacdes, com composicdes quimicas diferentes
e modificacdes de superficie, que podem afetar o seu com-
portamento e toxicidade. Portanto, a caracterizacao destas
particulas caso-a-caso parece inviavel para avaliar os riscos
de desenvolvimento e reprodutivo, principalmente se forem
feitos testes in vivo em mamiferos. Além disso, os dados expe-
rimentais disponiveis sdo limitados, o que nos impede de fa-
zer generalizacdes confidveis com base em classes, tamanhos,
conformacdes ou outras caracteristicas das NPs, bem como em
generalizar sobre os riscos atribuidos a um subconjunto espe-
cifico de NPs. Em outras palavras, considerando que modelos
computacionais QSAR (Quantitative Structure/Activity Rela-
tionship) para identificar os riscos reprodutivos e de desenvol-
vimento de moléculas quimicas individuais ainda estao em de-
senvolvimento®, a criacdo de modelos preditivos semelhantes
in silico para identificar alertas estruturais de NPs (envolvendo
combinacgdes de tamanhos, conformacdes, composicdes quimi-
cas e outras caracteristicas) é provavelmente inatingivel em
um futuro préximo.

Outra questao a considerar é a heterogeneidade no tama-
nho e a instabilidade de algumas NPs em solucdes fisioldgi-
cas. Como mencionado anteriormente, sob certas condicoes
experimentais elas tendem a se aglomerar com o tempo. Além
disso, foi demonstrado que a toxicidade pulmonar, citotoxici-
dade e embriotoxicidade de NPs novas (predominantemente
singletes) por vezes pode diferir da toxicidade de NPs mais
velhas (predominantemente aglomeradas)*?>%. A oxidacao e
liberacdo de ions de NPs metalicas também podem influenciar
a sua toxicidade.

Finalmente, uma outra dificuldade na producao de uma
estratégia de teste é o valor preditivo limitado de ensaios in
vitro (e.g., teste de células-tronco embrionarias) e ex vivo
(em peixes-paulistinha), que sdo testes de rastreio de eleva-
da capacidade para detectar a toxicidade para o desenvolvi-
mento de NPs. Estes testes nao conseguem detectar efeitos
adversos sobre o desenvolvimento embrionario de mamiferos
que surgem indiretamente de um efeito téxico materno e/ou
disfuncdes placentarias causadas por NPs. Vale enfatizar que,
em ensaios multifasicos projetados para economizar tempo e
recursos, um primeiro resultado negativo tende a ser definitivo
porque via de regra a substancia nao sera testada posterior-
mente in vivo. No entanto, um resultado positivo na primeira
fase de ensaios in vitro ou ex vivo geralmente permite a con-
firmac&o através de testes in vivo em roedores (segunda fase).

As diferencas entre os roedores e seres humanos com res-
peito a estrutura e fungdo da placenta, particularmente no ini-
cio da gravidez, eventualmente podem conduzir a resultados
falso-positivos neste passo dos testes de confirmacao. Por isso
mais estudos sobre o transporte e efeitos das NPs no desenvolvi-
mento da placenta humana e seu funcionamento sdo necessarios.
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Nesta revisao o foco dos autores foi principalmente a ava-
liacao dos riscos potenciais ao desenvolvimento apresentados
por NPs, o que constitui o primeiro passo da avaliacao de risco
(identificacdo de riscos). No entanto, é importante ressaltar
que faltam analises quantitativas confiaveis de exposicdo hu-
mana (incluindo mulheres em idade fértil) as NPs existentes, e
sem essas informagdes € impossivel avaliar adequadamente e
gerenciar os riscos a saude.

Aidentificacdo e avaliacdo de potenciais riscos a satde hu-
mana oriundos de produtos nanotecnologicos é um dos desafios
atualmente enfrentados pelos toxicologistas, especialmente
aqueles que lidam com toxicologia reprodutiva e do desenvol-
vimento. De fato, qualquer utilizacdo segura desta fascinante
tecnologia na medicina e em produtos de consumo exige uma
abordagem de testes toxicologicos igualmente inovadora.
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