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RESUMO

A nanotecnologia € uma area envolvida na pesquisa e desenvolvimento de
materiais que apresentam pelo menos uma de suas dimensdes na escala
nanomeétrica. Dentre os materiais nanoestruturados, as nanoparticulas magnéticas
(NPMs) séo de grande interesse em aplicagbes biomédicas, seja no diagnostico ou
no tratamento de diversas doencgas. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
biocompatibilidade de polimeros de albumina magnéticos (PAMs), compostos por
nanoparticulas de maghemita contidas em um fluido magnético ibnico,
subsequentemente encapsuladas em polimeros de albumina e injetados
intraperitonealmente em camundongos fémeas Swiss. Foram realizadas analises
citométricas, teste de viabilidade dos leucécitos peritoneais e analise histolégica dos
orgaos figado, pulmdes e bago, apds 30 minutos; 6, 12, 24 e 48 horas; e 7, 15 e 30
dias da administracdo de PAMs liofilizados ressuspensos em soro fetal bovino
(SFB). Avaliagao da genotoxicidade e da citotoxicidade dos PAMs, nos eritrocitos da
medula éssea, também foi realizada a partir de 24 horas da aplicagdo da amostra.
Foi verificado que a amostra causa alteragdes em algumas populagdes leucocitarias
e afeta a viabilidade das células peritoneais, porém essas mudancgas foram leves e
temporarias. Além disso, a amostra estudada ndo causa qualquer efeito genotoxico
e citotoxico aos eritrocitos da medula 6ssea. Nao foi possivel visualizar, por
microscopia de luz, a presenga de aglomerados de nanoparticulas nos érgaos
estudados, exceto nos pulmdes de um animal analisado apos 24 horas da aplicagao
da amostra. N&o foi verificada qualquer alteragdo histolégica no figado e no baco,
porém os pulmdes de todos os animais analisados apresentaram septos alveolares
espessados e infiltrados inflamatérios, embora tais efeitos também tenham sido
encontrados nos grupos tratados com SFB utilizado como diluente da amostra
liofilizada. Os resultados observados indicam que os PAMs podem ser considerados
biocompativeis nas condi¢gdes estudadas, com potencial significativo para aplicagoes

biomédicas.

Palavras-chave: biocompatibilidade, nanoparticulas magnéticas, albumina.



ABSTRACT

Nanotechnology is an area related to the research and development of
materials that present at least one of its dimensions in nanometric scale. Among the
nanostructured materials, the magnetic nanoparticles represent an interesting use in
biomedical applications, in both diagnosis and treatment of several diseases. The
aim of the present research was to study the biocompatibility of magnetic albumin
polymers (PAMs) intraperitoneally injected in Swiss female mice. PAM was
developed from maghemite nanoparticles contained in an ionic magnetic fluid sample
encapsulated in albumin polymers. Cytometry analysis, viability test of peritoneal
leukocytes, and histological analysis of liver, lungs, and spleen were done 30
minutes; 6, 12, 24 and 48 hours; and 7, 15 and 30 days after the administration of
lyophilized PAMs dilluted in bovine serum albumin (BSA). Evaluation of PAMs
genotoxicity and cytotoxicity in bone marrow erythrocytes, was done 24 hours after
the sample application. It was verified that PAMs cause alterations in some leukocyte
populations and affect the viability of peritoneal cells; however these changes are
light and temporary. More over, the studied sample does not present any genotoxicity
or cytotoxicity effects in bone marrow erythrocytes. It was not possible to visualize by
light microscopy analysis the presence of nanoparticle clusters in the investigated
organs, except in the lungs of one animal analysed 24 hours after the sample
application. It was not verified any histological alteration in the liver and spleen, but
all animals lungs presented alveolar septs thickening and inflammatory infiltration,
although these effects have been also found in control animals treated with the
dilution solution BSA. The data suggest that in the used experimental conditions, the
sample PAM can be considered as a biocompatible one, with significant potential for

biomedical applications.

Key-words: biocompatibility, magnetic nanoparticles, albumin.
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1. INTRODUGAO
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Nanotecnologia é um ramo da ciéncia envolvida na pesquisa e
desenvolvimento de materiais que apresentam pelo menos uma de suas dimensodes
na escala nanométrica e que, devido a pequena escala, possuem propriedades e
comportamentos diferentes (Hussain et al., 2005; McNeil, 2005). Nano & o prefixo
usado para designar uma parte em um bilhdo, assim, um nandmetro equivale a um
bilionésimo de um metro (Silva, 2004; Sahoo et al., 2007).

O conceito de nanotecnologia surgiu em 1959, com uma palestra ministrada
pelo fisico Richard Feynman, que explorou a possibilidade de manipular atomos e
moléculas, o que permitiria construir novos materiais que ndo surgem naturalmente
na natureza e que apresentariam propriedades diferentes. Entretanto, o termo
“nanotecnologia” foi usado pela primeira vez somente em 1974 quando Norio
Taniguchi, um pesquisador da Universidade de Téquio, usou essa palavra para se
referir a capacidade de desenvolver materiais na escala nanométrica (Sahoo et al.,
2007). A nanotecnologia € uma ciéncia multidisciplinar que inclui conhecimentos da
biologia, quimica, fisica, matematica, engenharia, computagéo e de outros ramos da
ciéncia (Melo e Pimenta, 2004; Medeiros et al., 2006).

Uma das areas de interesse da nanobiotecnologia € a utilizacdo de
nanocompostos em aplicagdes terapéuticas e de diagnostico. Entre essas
nanoestruturas estdo incluidas as nanoparticulas magnéticas, lipossomas,
nanocapsulas, nanoesferas, nanotubos de carbono, fulerenos e dendrimeros. Tais
nanocompostos sdo de grande interesse na biotecnologia uma vez que apresentam
dimensbes comparaveis a de virus (20 a 450 nm), proteinas (5 a 50 nm) e até
mesmo do gene (2 nm) (Pankhurst et al., 2003). As nanoparticulas magnéticas serédo
melhor abordadas por serem os objetos deste trabalho.

As nanoparticulas magnéticas (NPMs) sdo geralmente compostas por um
nucleo de ferro, mais comumente de magnetita (Fe304) ou de maghemita (y-Fe203)
(Gupta e Gupta, 2005a). Para aplicagdo biomédica, as NPMs devem atravessar a
barreira endotelial e se acumular especificamente nas células-alvo, sem danificar as
células normais. Essa caracteristica € alcancada recobrindo-se as nanoparticulas
(NPs) com um composto biocompativel ao qual podem ser associadas diferentes
moléculas bioldgicas, como anticorpos, que vao possibilitar maior direcionamento
das particulas.

As NPMs podem ser utilizadas para aumentar o contraste nos exames de

imagem por ressonancia magnética, para a inducao de hipertermia como forma de
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tratamento do cancer, para permitir melhor direcionamento de drogas, terapia
génica, separagao magnética, entre outras utilizagdes biomédicas (Berry e Curtis,
2003; Parkhurst et al., 2003; Lacava e Morais, 2004; Gupta e Gupta, 2005a; Moghimi
et al., 2005; Pison et al., 2006; Nie et al., 2007). Devido as varias aplicagdes das
NPMs, cada vez mais pesquisas vém sendo desenvolvidas sobre suas
caracteristicas e aplicagbes, como pode ser observado na Figura 1, que apresenta o
numero de artigos publicados nos anos de 1998 a 2007, utilizando a palavra-chave
‘magnetic nanoparticles” (nanoparticulas magnéticas), conforme pesquisa no IS/

Web of Knowledge.

3000 -
2500 -

2000 -

1500 -
1000 -
Tl

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007

Numero de artigos publicados

Ano

Figura 1: Numero de artigos publicados utilizando a palavra-chave “magnetic nanoparticles”.
Pesquisa realizada no dia 10/01/2008. Fonte: /SI Web of Knowledge

Tem sido crescente o interesse no uso de NPMs para o tratamento e
diagndstico de diversas doengas, especialmente o céncer. Cancer € o nome
conferido ao conjunto de doengas caracterizadas pela divisdo celular descontrolada,
em que 0sS mecanismos normais que regulam o crescimento e a divisdo celular
foram interrompidos, e pela capacidade dessas células de invadirem outros tecidos.
Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2007), 7 milhdes de pessoas morrem
anualmente devido ao cancer e estima-se que em 2020 o numero de casos novos
seja em torno de 15 milhées ao ano. Em 2004, no Brasil, 141 mil ébitos devido a
tumores malignos foram registrados (INCA, 2006) e estima-se a ocorréncia de 466
mil novos casos em 2008 (INCA, 2007).
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Dentre os ftradicionais tratamentos contra o cancer, encontram-se a
quimioterapia e a radioterapia, mas também pode-se fazer a retirada total ou parcial
do tumor. A quimioterapia € o tratamento mais utilizado, porém a maioria dos
agentes quimioterapicos sdo muito toxicos e inespecificos, causando danos também
as células sadias (Feng e Chien, 2003; Chunfu et al., 2004). Ja a remogao cirurgica
do céncer e dos tecidos ao redor muitas vezes é efetiva, porém a sua realizagao
depende da localizacdo do tumor, e também podem ocorrer complicagbes pods-
operatérias com sequelas fisicas e emocionais. Dessa forma, a utilizacdo de NPMs
surge como uma alternativa ndo s6 no tratamento, como também no diagndstico do
cancer, na tentativa de diminuir as quantidades de doses necessarias por promover
maior direcionamento para o tumor, minimizando assim os efeitos colaterais, para
aumentar a eficacia dos tratamentos tradicionais e permitir o diagnoéstico precoce da
doenca (Chunfu et al., 2004; Heath e Davis, 2008).

As NPs podem se acumular naturalmente no tumor devido a maior
permeabilidade e retencdo caracteristicas do tecido tumoral (Brigger et al., 2002).
Isso ocorre porque o rapido crescimento do cancer requer grande quantidade de
nutrientes que nao € suportado pelos vasos sanglineos adjacentes, fazendo com
que a formacado de novos vasos seja induzida. Além disso, devido a auséncia de
vasos linfaticos, a saida de moléculas do tumor € diminuida, fazendo com que as
NPs figuem mais tempo no local. A combinagéo de baixa drenagem com o aumento
da permeabilidade vascular resulta em maior acumulo de drogas e particulas no
tumor (Parveen e Sahoo, 2006; Sahoo et al., 2007).

Muitas drogas existentes no mercado, especialmente as utilizadas no
tratamento do cancer, causam severos efeitos colaterais. A associacdo desses
medicamentos com sistemas de entrega de drogas representa uma importante
alternativa para diminuir tais efeitos (Brigger et al., 2002; Jain et al.,, 2005). O
desenvolvimento de sistemas baseados em NPs para entrega de drogas tem
demonstrado, dependendo da formulagao, estabilidade, maior taxa de absorg¢ao
pelos tecidos bioldgicos, menos efeitos colaterais e maior especificidade, além de
permitir uma liberagdo controlada (Chan, 2006; Nie et al., 2007; Torchilin, 2007).
Nesse caso, os carreadores podem ser elaborados de forma a liberar a droga no
local de interesse, sendo que essa liberacdo pode ser desencadeada por alteracdes
no pH do meio ou por estimulos quimicos. No caso das NPMs, pode-se ainda aplicar

um campo magnético de freqliéncia alternada que vai gerar um aumento local da
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temperatura promovendo a liberagdo do medicamento. (Pankhurst et al., 2003;
Moghimi et al., 2005; Torchilin, 2007). Além disso, um campo magnético externo
pode ser utilizado para concentrar as NPMs no local de interesse. O direcionamento
do farmaco para um local especifico permite a diminuicdo da dose a ser
administrada e, consequentemente, os efeitos colaterais (Pankhurst et al., 2003;
Chunfu et al., 2004; Gupta e Gupta, 2005b).

Dentre os sistemas carreadores de farmacos, as NPs preparadas a partir de
polimeros biodegradaveis sdo de grande interesse (Guterres et al., 2006),
principalmente por ndo precisarem ser removidas, ja que sao degradadas pelo
organismo, e por proporcionarem a liberagcdo direta da droga na circulagao
sanguinea (Tedesco, 2006). Os polimeros sintético PLGA — poli(latico-co-glicélico) —
e os poliacrilatos sdo os mais utilizados no preparo de sistemas de liberagao
controlada de drogas. Entretanto, estdo sendo cada vez mais estudados
biopolimeros como a albumina, hemoglobina e quitosana (Mu e Feng, 2003; Panyam
e Labhasetwar, 2003).

Outro grande interesse na utilizagdo de NPMs €& na aplicacdo da
magnetohipertermia (Guedes et al., 2004; Lacava, 2006). Ap6os a associagao das
nanoparticulas magnéticas as células cancerigenas, esses nanocompostos podem
ser submetidos a um campo magnético de frequéncia alternada, que faz com que as
NPMs vibrem, provocando um aumento localizado da temperatura de até 8 °C, que
causa a destruicao preferencial das células tumorais, com menos efeitos nas células
normais (Torchilin, 2007). A hipertermia destréi preferencialmente as células
tumorais porque a dissipacao do calor, para controle da temperatura corporal, ocorre
principalmente por meio da circulagdo sanguinea. Como a circulagdo tumoral é
irregular, as células tumorais sdo mais vulneraveis ao aumento da temperatura do
que as células do tecido normal circunvizinho, que tem um eficiente fluxo sanguineo
(Mornet et al., 2004; Gupta e Gupta, 2005a). Além disso, as ceélulas cancerosas
apresentam alta acidez causada pela incapacidade de expelir apropriadamente os
produtos derivados do metabolismo anaerébico. O aumento da temperatura ataca
principalmente as células acidas, uma vez que essas apresentam membrana celular
mais fragil do que as células normais, além de apresentarem alteragbes de
permeabilidade (Guffy et al., 1982). Dessa forma, o aumento da temperatura leva a
desestabilizagdo de proteinas celulares induzindo, assim, a morte celular (Kawashita
et al, 2005).
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A hipertermia também pode auxiliar no tratamento do cancer quando
realizada juntamente com a radioterapia e a quimioterapia. A elevagdo da
temperatura do tumor induz o aumento localizado da circulagdo sanguinea e,
consequentemente, a quantidade de oxigénio na regido tumoral. A presenca de
oxigénio é um fator essencial para a agao da radiagéo ionizante, uma vez que esta
auxilia na destruigao das células tumorais por meio da formacéao de radicais livres de
oxigénio que atacam o DNA das mesmas. Células com baixo suprimento de
oxigénio, como as células centrais do tumor, s&o mais resistentes a radiacéo
ionizante do que as células normais, o que faz com que a radioterapia sozinha nao
seja tao efetiva (Mornet et al., 2004). Além disso, o aumento do fluxo sanguineo para
o tecido tumoral, induzido pela hipertermia, pode fazer com que maior quantidade de
quimioterapico chegue ao local. O aumento da temperatura promove alteragdes no
citoesqueleto celular, o que aumenta os poros tumorais facilitando a penetracido de
drogas. Dessa forma, a hipertermia pode ser uma forma auxiliar no tratamento do
cancer, aumentando a eficacia de outros métodos convencionais.

Outra utilizacdo das NPMs é na potencializagdo do contraste de imagens por
ressonancia magnética. Devido a alta densidade, as NPMs aumentam o contraste
das imagens e quando associadas a anticorpos monoclonais, permitem a
identificacdo de micrometastases mais precocemente e de forma mais eficiente
(Brigger et al., 2002; Moghimi et al., 2005).

Para que estes novos nanocompostos possam ser usados em aplicaces
biomédicas, eles devem ser hemocompativeis, biodegradaveis e néao toxicos ao
organismo. Varios estudos tém sido desenvolvidos nos Laboratérios de Genética e
Morfologia, do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia,
objetivando conhecer as caracteristicas de biodistribuicdo, toxicidade e
genotoxicidade de diferentes amostras de NPMs. Nanoparticulas magnéticas idnicas
de ferrita de manganés recobertas com citrato (Lacava et al., 1999a) ou com
tartarato (Lacava et al., 1999b) foram injetadas intraperitonealmente em
camundongos e provocaram alta toxicidade e mutagenicidade, n&o sendo
consideradas biocompativeis. Resultados semelhantes foram encontrados quando
NPs de magnetita recobertas com dupla camada, composta por acido dodecandico e
alcool etoxilado (Freitas et al., 2002), ou recobertas com acido glucdnico (Barbosa,
2004) foram utilizadas e os resultados foram dose e tempo dependentes. Entretanto,

NPs de ferrita de cobalto recobertas com citrato (Klckelhaus, 2003), NPs de
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magnetita recobertas com dextrana (Lacava, 2004) ou acido poliaspartico
(Sadeghiani, 2004) e NPs de maghemita recobertas com polifosfato (Portilho-Corréa,
2007) ou citrato (Brugin, 2007) mostraram resultados promissores em relagao ao seu
potencial biomédico.

Um dos problemas encontrados pelo uso de particulas in vivo é a adsorgao de
elementos bioldgicos que vao afetar a sua distribuicdo. A biodistribuicdo depende do
tamanho, carga e da cobertura das NPs. Particulas que tém a superficie muito
hidrofébica sao rapidamente recobertas por componentes do plasma, principalmente
fatores do complemento e anticorpos, que funcionam como opsoninas. As opsoninas
agem facilitando a ligacdo de células fagocitarias, que retiram as particulas mais
rapidamente da circulagdo evitando que elas atinjam o local de interesse (lllum e
Davis, 1984; Berry et al.,, 2003; Garnett e Kallinteri, 2006). Ja as particulas com
superficie hidrofilica, podem permanecer mais tempo na circulacdo por ndo serem
captadas tao rapidamente pelas células mononucleares fagocitarias (Lin et al.,
1999). Em relagdo ao tamanho, as NPs com diametro de mais de 30 nm sdo mais
rapidamente reconhecidas pelas células do sistema mononuclear fagocitario do que
as nanoparticulas em torno de 10 nm de didametro (Pankhurst et al., 2003). Alguns
estudos mostram que NPs recobertas com albumina podem evitar temporariamente
o reconhecimento pelas células fagociticas (Leroux et al., 1995).

Neste trabalho foi avaliada a biocompatibilidade de polimeros de albumina
magnéticos (PAMs). A albumina é usada como material para preparagcao de NPs
uma vez que é a principal proteina do soro e € considerada nao antigénica e
biodegradavel. Ja existe uma droga aprovada pela FDA (Food and Drug
Administration), para tratamento do cancer de mama, baseada em NPs de albumina
(ndo-magnéticas) associadas com paclitaxel, um agente quimioterapico. O uso da
albumina, um carreador natural, para a entrega dessa droga mostrou melhores
resultados em comparagdo com a administragao da droga livre, resultando em maior
atividade antitumoral e menos efeitos colaterais em pacientes com cancer de mama
metastatico (Gradishar et al., 2005; Ibrahim et al., 2005).

As NPs associadas com albumina podem ser um importante instrumento no
combate ao céncer, ja que as células cancerosas superexpressam varios receptores
para proteinas do soro e lipoproteinas. As células tumorais utilizam albumina e
outras proteinas do plasma para sua nutricdo, uma vez que elas servem como fonte

de nitrogénio. Assim, NPs associadas com albumina s&o entdo captadas pelo tecido
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neoplasico em uma taxa maior do que o tecido normal (Simioni et al., 2006). A
associacdo de NPMs a drogas antineoplasicas ou a utilizagdo de um campo
magnético de frequéncia alternada para aumento da temperatura pode levar ao
tratamento localizado do tumor, diminuindo a destruicdo de células sadias e,
consequentemente, os efeitos colaterais.

Simioni et al. (2006, 2007) analisaram a citotoxicidade in vitro de diferentes
concentragbes de PAMs em macréfagos e verificaram baixa toxicidade das
nanoestruturas contra essas células. No estudo publicado em 2007, foi ainda
comparada a viabilidade entre macrofagos submetidos ou ndo ao campo magnético.
Para a maior concentracdo de amostra utilizada (2,28 x 10" particulas/cm®) foi
observada branda toxicidade as células ndo submetidas ao campo, em torno de 18%
de morte celular, enquanto que o efeito do campo magnético induziu a morte de
aproximadamente 70% das células, possivelmente devido a magnetohipertermia
promovida pelas NPMs. Esses resultados mostraram que os PAMs sao bons

candidatos para analises in vivo.
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O cancer é um conjunto de doencas de incidéncia crescente que demanda
novas formas de tratamento, uma vez que as terapias convencionais tém efeitos
adversos severos. Dentre essas novas formas foi proposto o uso de nanoparticulas
magnéticas (NPMs) para fazer o diagnostico precoce de micrometastases e mediar a
magnetohipertermia. Por se tratar de novos biomateriais, nanocompdésitos
constituidos de nanoparticulas de magnetita, maghemita ou de ferrita de cobalto,
além de serem caracterizados por métodos quimicos, fisicos e bioldgicos, tiveram
seus efeitos biolégicos investigados. Em alguns estudos, algumas NPMs, mesmo
que presentes nos tecidos, ndo foram detectadas por ressonancia paramagnética
eletrbnica devido a baixa susceptibilidade ao campo magnético. Diferentemente
dessas, polimeros de albumina magnéticos (PAMs) preparados a partir de um fluido
magnético idbnico apresentaram alta susceptibilidade magnética. Em tese, esse novo
material ndo s possibilita a magnetohipertermia, como também favorece a entrega
de drogas sitio-especificas. Além disso, os PAMs podem representar um importante
instrumento de combate ao cancer, uma vez que as células cancerosas
superexpressam varios receptores para albumina, fazendo com que essas particulas
sejam preferencialmente captadas pelas células tumorais. A importancia de se
conhecer os efeitos biolégicos de novos materiais, potencialmente uteis nas
aplicagdes biomédicas, constitui uma etapa imprescindivel em seu desenvolvimento.
Sendo assim, a necessidade de se investigar aspectos relacionados a

biocompatibilidade dos PAMs justifica esta pesquisa.
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Considerando a necessidade de se proceder a analise da biocompatibilidade
de novos materiais magnéticos desenvolvidos para posterior uso no tratamento e
diagndstico de diversas doengas, especialmente o cancer, este trabalho teve como
objetivo geral estudar os efeitos bioldgicos de polimeros de albumina magnéticos

(PAMs) em camundongos fémeas Swiss. Os objetivos especificos compreendem:

1. Avaliar a inducao e a duragao de possiveis processos inflamatérios causados
por PAMs, por meio da analise citométrica;

2. Avaliar a viabilidade das células peritoneais apds aplicacdo de PAMs, por
meio do teste de exclusdo de azul de tripan;

3. Avaliar a possivel genotoxicidade induzida pelos PAMs em eritrocitos da
medula 6ssea, por meio do teste de micronucleo;

4. Verificar a citotoxicidade dos PAMs em eritrocitos da medula éssea, por meio
da avaliagao do percentual de eritrécitos policromaticos;

5. Verificar a distribuicdo de PAMs e seus efeitos nos 6rgaos figado, pulmdes e

bago, por meio de analise histolégica em microscopia de luz.
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4.1. AMOSTRA

Nanoparticulas (NPs) de maghemita (y-Fe,O3) de uma amostra de fluido
magnético idnico, estabilizado em pH acido, foram dispersas em solugdo aquosa de
albumina bovina e posteriormente liofilizadas. O fluido magnético ibnico, com
concentracdo de 2,28 x 10'® particulas/cm®, foi sintetizado no Laboratério de
Manipulacdo de Amostras, do Nucleo de Fisica Aplicada, do Instituto de Fisica -
Universidade de Brasilia (UnB). A encapsulacdo das NPs de maghemita em
polimeros de albumina foi realizada pelo Dr. Antdénio Claudio Tedesco do Grupo de
Fotobiologia e Fotomedicina, Departamento de Quimica, da Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto - Universidade de Sao Paulo (USP) - segundo a
metodologia descrita por Simioni et al. (2006). A Figura 2 mostra a representagao
esquematica da estrutura dos polimeros de albumina magnéticos (PAMs) estudados.

Ligacéo entre os polimeros

de albumina e as nanoparticulas
de maghemita

o,
‘."ﬁ Albumina sérica bovina

Fluido magnético idnico

Figura 2: Estrutura esquematica dos PAMs.
Fonte: Simioni et al., 2006.

Para aplicagao intraperitoneal, PAMs liofilizados foram diluidos em soro fetal
bovino (SFB) para obtengdo de uma suspensdao com concentracédo de 5 mg/cm3
(1,23 x 10" particulas/cm?).
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4.1.1. Caracterizagcdo dos PAMs e das NPs de maghemita por Microscopia
Eletrénica de Transmissao (MET)

A amostra liofilizada de PAMs foi diluida em agua destilada e, posteriormente,
colocada sobre telas para MET de 300 meshs recobertas com Formvar. O mesmo
procedimento foi seguido para analise das NPs de maghemita presentes nos PAMs,
porém diluindo-se a amostra liofilizada em agua destilada, com pH 2.6, para retirada
da cobertura de albumina. Apds secarem, as telas foram analisadas e
fotomicrografadas em microscépio eletrébnico JEOL 1011 no Laboratério de
Microscopia Eletrénica da Universidade de Brasilia.

O didametro médio dos PAMs e das NPs de maghemita foi obtido por analise
em computador, utilizando-se o programa ImagePro 5.1. A distribuicdo das

particulas foi conseguida utilizando-se o melhor ajuste log normal.

4.2. ANIMAIS

Para realizagdo dos testes bioldgicos foram utilizados camundongos (Mus
musculus) fémeas, da linhagem Swiss (Figura 3), ndo isogénicos, com dois meses
de vida, fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras —
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto. Durante a fase experimental, os animais
foram mantidos no Biotério do Laboratério de Genética da Universidade de Brasilia
em ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo ragao balanceada e agua potavel.

Figura 3: Camundongos fémeas da linhagem Swiss.
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Todos os procedimentos experimentais realizados durante este estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias
Biologicas (IB) da Universidade de Brasilia — CEUA/63 — IB — UnB.

4.3. ANALISE CITOMETRICA

A analise citométrica consiste na quantificacdo de leucécitos totais e
diferenciais com o intuito de se verificar a inducdo e a severidade de eventuais
processos inflamatdrios, dados importantes para determinar a biocompatibilidade da
amostra.

Os animais experimentais (n=6) foram tratados com dose unica de 100 uL da
suspensido de PAMs em SFB, intraperitonealmente. Os animais controle receberam
injecao intraperitoneal de 100 pL de SFB (n=3) ou ndo receberam nenhum
tratamento (n=6). As analises foram realizadas 30 minutos; 6, 12, 24 e 48 horas; e 7,
15 e 30 dias apds a administracdo de PAMs ou SFB.

Para coleta do sangue do coragéo, os animais foram anestesiados por éter
etilico. O sangue foi coletado com uma seringa de 1 mL, previamente lavada com

acido dipotassico etilenoaminotetracético (EDTA), na concentragéo de 0,2 g/cm?.

4.3.1. Contagem global de leucécitos (CGL)

Foram pipetados 20 pL de sangue em tubos Ependorff contendo 380 uL de
solucao de Turk, que promove a lise das hemacias e plaquetas, permitindo a
contagem dos leucdcitos. A solugao de Turk € composta por 2 mL de acido acético
glacial, 1 mL da solugcdo de azul de metileno 1% e 97 mL de agua destilada. O
material foi homogeneizado lentamente por dois minutos e, posteriormente, 10 yL do
homogeneizado foram colocados na camara de Neubauer (Figura 4).

Procedeu-se a contagem dos leucdcitos contidos nos quatro reticulos
externos da cadmara (destacados na Figura 4), ao microscépio de luz (400x), modelo
Oleman. A concentracdo de leucécitos por mm? foi calculada dividindo-se o nimero

total de leucécitos contados por 4 (referente ao numero de quadrantes contados),
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multiplicando-se por 20 (referente a diluicao utilizada) e, por fim, multiplicando-se por

10 (referente a profundidade da camara).

Figura 4: Representacdo da cdmara de Neubauer, apresentando os quatro reticulos
externos destacados em vermelho.

4.3.2. Contagem diferencial de leucoécitos do sangue

Foram preparados esfregagos de sangue periférico em laminas de vidro. As
laminas secas foram fixadas por 5 minutos em metanol e, apés a secagem natural,
foram recobertas pelo corante Wright-Giemsa por aproximadamente 3 minutos. Em
seguida, foi adicionado tampao fosfato pH 6.8, na proporgao 1:1 de solugdes A e B,
permanecendo por mais 3 minutos. Ao final do processo de coloragdo, as laminas
foram lavadas em agua corrente. O corante € composto por 1,5 g de Wright, 0,17 g
de Giemsa, 500 mL de metanol e 15 mL de glicerina. As solugbes A e B séo
preparadas diluindo-se, respectivamente, 16,8 g de Na;HPO, e 8,16 g de KH,POy,
em 1 L de agua destilada.

A contagem foi realizada em microscopio de luz (1000x), modelo Oleman, por
meio de teste cego. Foram contadas 500 células, anotando-se o numero de
monacitos, linfocitos, neutrdfilos e eosindfilos. A proporcdo dessas células, em
relagdo ao numero total de leucdcitos, foi obtida pela multiplicacdo do numero de
cada populagédo celular pela contagem global de leucdcitos (CGL) e o resultado
dividido por 500.
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4.3.3. Contagem diferencial dos leucécitos peritoneais

Ap0s o sacrificio do animal por deslocamento cervical, foi feita uma incisdo na
regido abdominal para expor a cavidade peritoneal. Uma lamina de vidro foi
delicadamente passada sobre as visceras para se obter uma fina camada do
material. As laminas secas foram fixadas por 5 minutos em metanol e coradas
seguindo a mesma metodologia para coloragao diferencial de leucdcitos do sangue.

A contagem foi realizada em microscopio de luz (1000x), modelo Oleman, por
meio de teste cego. Foram contadas 500 células por lamina para determinar a
freqiéncia das populagdes de macrofagos, linfocitos, neutréfilos, eosindfilos e

mastocitos.

4.4. AVALIAGAO DA VIABILIDADE DAS CELULAS PERITONEAIS

Para avaliar os efeitos da aplicacdo de PAMs sobre a viabilidade das células
do peritonio foi utilizado o corante azul de tripan, o qual permite diferenciar as células
vivas das mortas.

Os animais experimentais (n=5) foram tratados, via intraperitoneal, com dose
unica de 100 uL de suspensao de PAMs em SFB. Os animais do grupo controle ndo
receberam nenhum tratamento (n=5) ou foram tratados, intraperitonealmente, com
100 uL de SFB (n=3). As coletas foram realizadas 30 minutos; 6, 12, 24 e 48 horas;
e 7, 15 e 30 dias apds a administragcdo dos PAMs ou SFB.

Para realizagao do teste de viabilidade celular, os animais foram previamente
anestesiados por éter etilico e, posteriormente, sacrificados por deslocamento
cervical. Apos a morte, foi feita uma incisdo no abdémen e 10 mL de solucéo gelada
(4 °C) de cloreto de sédio tamponada com fosfato (PBS), pH 7.2, foram injetados no
peritdbnio com auxilio de uma seringa. Apds massagem da cavidade peritoneal, 8 mL
do lavado do peritdnio foram coletados em tubos Falcon e centrifugados por 5
minutos a 1000 rpm. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e as células
ressuspensas em 1 mL de PBS gelado. A solugédo foi homogeneizada e 20 yL do
ressuspendido foram retirados e misturados a 80 pL de solugdo de azul de tripan

(0,4%). Aproximadamente 10 pL da mistura foram colocados na cédmara de
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Neubauer e a contagem foi realizada em microscépio de luz (400x), modelo Oleman,
utilizando-se 2 dos 4 reticulos externos.

As células viaveis foram identificadas por exclusdo do azul de tripan. Esse
corante apresenta carga negativa e reage com células que apresentam defeitos na
membrana, penetrando, portanto, somente nas células mortas (Sigma-Aldrich,
2007). As células consideradas viaveis apresentavam coloragao amarelo brilhante e
as mortas, coloragao azul.

A concentracéo de células vivas (ou mortas) por cm® foi calculada dividindo-se
o0 numero de células vivas (ou mortas) contadas em camara de Neubauer por 2
(referente ao numero de quadrantes contados), multiplicando-se por 5 (referente a
diluicdo utilizada) e, por fim, multiplicando-se por 10000 (referente a profundidade da
camara).

A viabilidade celular foi calculada pelo percentual de células viaveis em

relacado ao total de células da amostra, de acordo com a férmula:

% células viaveis = [células vivas / (células vivas + mortas)] x 100

4.5. ANALISE GENOTOXICA E CITOTOXICA

O teste de micronucleo e o percentual de eritrécitos policromaticos (%EPC)
foram utilizados para avaliar, respectivamente, a agao genotdxica e citotdxica da
amostra de PAMs em eritrocitos da medula ossea.

Os animais experimentais (n=6) foram tratados, via intraperitoneal, com dose
unica de 100 uL da suspensao de PAMs em SFB. Os animais do grupo controle ndo
receberam nenhum tratamento (n=6) ou foram tratados intraperitonealmente com
100 pL de SFB (n=3). As amostras da medula éssea foram coletadas 1, 2, 7, 15 e 30
dias apos tratamento com PAMs ou SFB.

Para a analise genotoxica foi adicionado um grupo controle positivo (n=6),
para assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos pela técnica. Os animais
pertencentes a esse grupo foram tratados, por via intraperitoneal, com 0,2 mL de
ciclofosfamida, na concentragdo de 4 mg/cm?®, 24 horas antes da coleta.

Os animais foram previamente anestesiados por éter etilico e posteriormente
sacrificados por deslocamento cervical. Os fémures foram extraidos e as epifises

cortadas para expor o canal medular. A medula 6ssea foi retirada pela introducao de



Material e Métodos - 31

uma agulha acoplada a seringa contendo 1 mL de SFB. O material foi
homogeneizado e centrifugado por 5 minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi ressuspenso em 50 uL de SFB e, posteriormente,
10 pL do homogeneizado foi distendido em Iamina de vidro. Apds a secagem das
laminas, a temperatura ambiente, o material foi fixado em metanol por 5 minutos.
Depois da secagem, o material foi corado com solugdo composta por 1 mL de
Giemsa e 14 mL de tampéo fosfato e, em seguida, as laminas foram lavadas em
agua corrente. O corante Giemsa € composto por 1 g de Giemsa, 54 mL de glicerol e
4 mL de metanol. O tampao fosfato € o mesmo utilizado para coloracéo diferencial
de leucocitos.

A contagem de células foi realizada em microscopio de luz (1000x), modelo
Oleman, por meio de teste cego. Foram contados 4000 eritrocitos, sendo 2000
eritrocitos policromaticos (EPCs), que se coram em roxo pelo corante Giemsa, e
2000 eritrocitos normocromaticos (ENCs), que se coram em rosa pelo mesmo
corante, e o numero de micronucleos (MNs) encontrados em cada tipo celular foi
registrado. Na figura 5A a seta aponta um MN em um ENC e na 5B, indica um MN

em um EPC. Na figura 5A pode-se também observar EPCs e ENCs sem MNs.

5 ym 5 um
- | L

Figura 5: EPCs e ENCs da medula 6ssea. As setas apontam um MN em um ENC e em um
EPC, em A e B, respectivamente.

Para avaliacdo da acgao citotoxica da amostra, por meio do percentual de
eritrocitos policromaticos (%EPC), foi registrado também o numero de EPCs e ENCs
quando qualquer uma dessas duas populagdes atingiu a contagem de 2000 células.

O %EPC foi calculado pela formula:

% EPC = [EPCs / (EPCs + ENCs)] x 100
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4.6. ANALISE ESTATISTICA

As anadlises estatisticas dos dados obtidos nos estudos citométricos, na
avaliagao da viabilidade das células peritoneais e na verificagado da citotoxicidade e
genotoxicidade sob os eritrocitos da medula éssea dos camundongos, foram
realizadas usando o software Minitab, versdo 15.

Para que o teste ANOVA para analise de variancia possa ser utilizado, os
dados tém que apresentar distribuicdo normal e variancias homogéneas. Assim, os
resultados encontrados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk, para verificar se
os dados apresentavam distribuicdo normal, e ao teste de Levene, para verificar a
homogeneidade das variancias dos dados encontrados, ao nivel de significancia de
5%. Os dados que ndao se enquadravam nesses requisitos, isto €, apresentavam
p<0,05, foram transformados para logiy para satisfazer as pré-suposi¢cdes da
ANOVA.

O teste de analise de variancia simples (One-way ANOVA) foi utilizado para
verificar a ocorréncia de grupos diferentes estatisticamente e o teste post-hoc de
Tukey foi aplicado para identificar quais grupos eram estatisticamente diferentes. As

diferengas foram consideradas significativas para p<0,05.

4.7. ANALISE HISTOLOGICA

Para analise histologica foram avaliados cortes de tecidos, com cerca de 5 ym
de espessura, com o objetivo de verificar possiveis altera¢gdes provocadas pelo
tratamento com PAMSs, tais como presenca de infiltrado inflamatério, espessamento
e necrose tecidual.

Os animais experimentais (n=3) receberam dose unica, via intraperitoneal,
contendo 100 puL da suspensédo de PAMs em SFB. Os animais do grupo controle n&o
receberam nenhum tratamento (n=3) ou foram tratados intraperitonealmente com
100 uL de SFB (n=2). As coletas foram realizadas 30 minutos; 6, 12, 24 e 48 horas;
e 7, 15 e 30 dias apds a administragdo de PAMs ou SFB.

Para coleta dos 6rgaos, os animais foram anestesiados por éter etilico e
sacrificados por deslocamento cervical. As cavidades abdominal e toraxica foram

expostas e o figado, bago e pulmdes foram coletados com auxilio de material
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cirargico. Imediatamente apds a coleta, fragmentos dos 6rgaos foram imersos em
fixador de Davidson, para preservacao da estrutura tecidual, e mantidos a 4°C por
10 horas. A solugao estoque do fixador Davidson é composta por 40 mL de glicerina,
80 mL de formol 40%, 120 mL de etanol 95% e 120 mL de agua destilada. Antes da
utilizacdo, 1 mL de acido acético é acrescentado a 9 mL da solugao estoque.

Apos a fixagao, os fragmentos dos 6rgaos foram desidratados por imersdes
sequenciais, cada uma com duragdo de 1 hora, em solugdes com percentual
alcodlico crescente de 70%, 80%, 90% e 100%, sendo o ultimo banho repetido por
mais 1 hora. O procedimento de desidratacido € essencial para que as amostras
possam ser incluidas em parafina, uma vez que esta nao é miscivel em agua.

Em seguida, as amostras foram diafanizadas em solugdo composta por alcool
100% e xileno, na proporgao de 1:1, por 1 hora. Posteriormente, foram realizados 3
banhos em xileno com duracdo de 1 hora cada. O xileno é utilizado por ser uma
substancia miscivel tanto em alcool quanto na parafina. Essa etapa de diafanizacéo
€ importante para tornar os tecidos mais translucidos, permitindo melhor visualizag&o
das estruturas.

Posteriormente, os fragmentos dos érgéos foram submetidos a 3 banhos
sequenciais em parafina, mantidas em estufa a 58 °C, com duragao de 1 hora cada.
O calor causa a evaporagao do xileno e os espagos existentes sao gradualmente
preenchidos pela parafina. Apds o ultimo banho, os fragmentos dos 6rgdos foram
emblocados em parafina para que, apés o endurecimento desta, o tecido ficasse
rigido o suficiente permitindo que fosse seccionado.

Foram feitos cortes semi-seriados de 5 ym de espessura utilizando-se
micrétomo e, apos a distensdo em banho-maria (35 °C), as secg¢des foram montadas
em laminas de vidro previamente identificadas. De cada bloco foram confeccionadas
6 laminas, sendo que a cada 2 laminas montadas, 10 sec¢des eram descartadas
antes da coleta dos proximos cortes. Apdés a montagem das laminas, estas foram
mantidas em estufa a 37 °C para aderéncia dos cortes histoldgicos.

De cada bloco, uma das duas laminas de cada série foi corada pelo método
de hematoxilina-eosina (HE), para visualizagao do citoplasma e do nucleo, e a outra
foi corada pelo método de Perls, para visualizagdo do ferro (endogeno e exogeno).

As laminas foram primeiramente submetidas ao processo de
desparafinizagao, por meio de 3 banhos em xileno, com duracdo de 1 minuto cada.

Posteriormente as laminas foram submetidas a hidratagao gradual, realizada por 3
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banhos em alcool 100% e banhos posteriores em solugdes de percentual alcodlico
decrescente de 90%, 80% e 70%, sendo que cada banho teve duragao de 1 minuto.
Para coloraggo com HE, as laminas foram imersas em hematoxilina por 45
segundos, lavadas por aproximadamente 3 minutos em agua corrente e, em
seguida, coradas em eosina por 45 segundos e lavadas rapidamente em agua
corrente. Para a coloragcdo pelo método de Perls, as laminas foram inicialmente
imersas em agua destilada por 1 minuto e, posteriormente, coradas pela solu¢ao de
Perls composta por solucdo de ferrocianeto de potassio 2% e solugcdo de acido
cloridrico a 1%, na proporgéao de 1:1, por 15 minutos; as laminas foram lavadas em
agua destilada por 1 minuto e contra-coradas com solugdo de vermelho rapido
nuclear por 2 minutos e, em seguida, lavadas em agua destilada por 1 minuto. Apés
a coloracao por qualquer um dos métodos descritos, os materiais foram desidratados
em solugcdes com percentual alcodlico crescente de 70%, 80%, 90% e 100%, sendo
0 ultimo banho realizado trés vezes, e cada imersdo teve duragao de 1 minuto no
caso da coloragéo por HE e de 30 segundos para coloragédo pelo método de Perls.
Em seguida, as ldminas foram submetidas a 3 banhos em xileno, com durag¢éao de 1
minuto cada. Apds os procedimentos descritos, as laminas foram cobertas com
laminulas, utilizando verniz incolor da marca Acrilex para fixagdo das mesmas, e
colocadas para secar em estufa a 37°C por 2 horas.

Os cortes histoldégicos foram analisados em microscopio de luz, modelo
Oleman, para verificagado de alteragdes teciduais, inflamag¢des e aglomerados de
nanoparticulas e, também, para comparacdo da quantidade de ferro por meio da
coloracédo de Perls. Os cortes histologicos foram fotografados utilizando-se camara
fotografica digital modelo AxioCam MRc, acoplada ao microscopio Axiophot, ambos
da marca Zeiss, em aumento final de 100x, 200x, 400x e 1000x. As imagens foram

capturadas e ajustadas utilizando o programa AxioVision, versao 4.6.
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5. RESULTADOS
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Os resultados da caracterizagao dos polimeros de albumina magnéticos
(PAMs) e as diferentes analises realizadas em camundongos fémeas Swiss, com o
objetivo de verificar os efeitos biologicos da amostra, estdo descritos a seguir e

representados nas Figuras 6 a 29.

5.1. CARACTERIZAGAO DOS PAMs E DAS NANOPARTICULAS DE
MAGHEMITA

O didmetro médio dos PAMs e das nanoparticulas (NPs) de maghemita
utilizadas para preparo dos PAMs foi determinado por meio da técnica de
Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET), com auxilio do programa ImagePro
5.1. Fotomicrografias dos PAMs e das NPs de maghemita estdo apresentadas na

Figura 6, A e B, respectivamente.

Figura 6: Fotomicrografias dos PAMs (A) e das NPs de maghemita utilizadas para preparo
dos PAMs (B). MET realizada por Leandro Carlos Figueiredo e por Débora de Oliveira Cintra
e Silva.
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A distribuicdo log normal dos diametros obtidos pela MET mostrou que os

PAMs apresentam diametro médio de aproximadamente 73 nm e desvio padrao de

aproximadamente 0,37, como pode ser observado na Figura 7.
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Figura 7: Histograma do didmetro médio dos PAMs. Ajuste realizado por Leandro Carlos

Figueiredo.

A distribuicdo log normal dos diametros obtidos pela MET indica que as NPs

de maghemita, presentes na amostra PAM, apresentam didmetro médio de

aproximadamente 8,9 nm e desvio padrdo de aproximadamente 0,25, como pode

ser observado na Figura 8.
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5.2. ANALISE CITOMETRICA

Para avaliagao de possiveis efeitos citotdxicos, relacionados a ocorréncia de
processos inflamatérios causados pela administracdo dos PAMs, foi feita a analise
da contagem global e diferencial de leucécitos do sangue periférico e, também, da
contagem diferencial de leucécitos peritoneais. Os estudos foram realizados em

tempos variados apds a administracdo da amostra.
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5.2.1. Contagem global de leucécitos (CGL)

Os resultados encontrados mostram variagdes nas contagens globais de
leucécitos (CGLs), de acordo com os diferentes tempos analisados, tanto no grupo
tratado com PAMs, quanto no grupo tratado com soro fetal bovino (SFB). Foi feita
comparagao estatistica dos animais tratados com SFB ou PAMs, nos diferentes
tempos, com os animais que nao foram submetidos a nenhum tratamento. Além
disso, foram comparados estatisticamente os camundongos tratados com PAMs em
relagao aos tratados com SFB, apdés o mesmo tempo de tratamento.

Como pode ser observado na Figura 9, somente apos 7 dias da aplicagao dos
PAMs, foi observada diminuigdo estatisticamente significante da CGL. Ainda sim,
essa diminuigdo nao foi considerada estatisticamente diferente em relagéo ao grupo
controle tratado com SFB apds o0 mesmo periodo de tempo. Aos 15 dias, o valor da
CGL do grupo tratado com PAMs tornou a ter valor semelhante ao encontrado no

grupo controle sem tratamento.

Contagem Global de Leucécitos

20 -
18 -
16 -

14 A
12-l

10 A a
8 - OSFB
] mPAM
24h 48h 7d 15d 30d

Leucécitos x 103/mm3

oON PO

CST 30min 6h 12h

Tempo

Figura 9: Efeitos da administracdo de PAMs na CGL do sangue periférico de camundongos,
com seus respectivos controles tratados com SFB, em fungdo do tempo. (a) aponta
diferencas estatisticamente significativas em relagcdo ao grupo controle sem tratamento
(p<0,05). A barra indica o desvio padrdo. CST - controle sem tratamento.
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5.2.2. Contagem diferencial de leucécitos do sangue

De forma semelhante a CGL, a contagem da populagéo de linfécitos sofreu
alteragdes similares ndo significativas nos diferentes tempos. A unica diferencga
estatisticamente significativa observada foi a diminuigdo da populagao de linfocitos
dos animais analisados apos 7 dias do tratamento com PAMs, em relagdo aos que
nao receberam nenhum tratamento. Nao foi observada diferencga estatistica entre o
grupo que recebeu injecao intraperitoneal da suspensao de PAMs e o grupo tratado
com SFB, ambos apés 7 dias do tratamento. Depois de 15 dias, houve recuperagao
na quantidade de linfécitos, fazendo com que os resultados voltassem a ser
semelhantes entre o grupos tratados com PAMs e o grupo controle ndo tratado
(Figura 10).
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Figura 10: Efeitos da administracdo de PAMs na contagem de linfécitos do sangue periférico
de camundongos, com seus respectivos controles tratados com SFB, em fungédo do tempo.
(a) aponta diferengas estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle sem
tratamento (p<0,05). A barra indica o desvio padrdo. CST - controle sem tratamento.
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Em relacdo a contagem de neutréfilos do sangue periférico, foram também
observadas leves diminuicbes nao significativas no decorrer dos tempos apds o
tratamento com SFB ou PAMs. Como pode ser observado na Figura 11, apenas
apoés 24 horas do tratamento com PAMs, a deplecdo de neutrdfilos foi considerada
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle sem tratamento. Essa
diminuicao, entretanto, néao foi considerada significante em relagdo ao grupo tratado
com SFB apds o mesmo tempo de tratamento. Depois de 48 horas, foi observada
recuperacao na quantidade de neutrdéfilos, que passou a ter valores semelhantes

aos do grupo controle nao tratado.
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Figura 11: Efeitos da administracdo de PAMs na contagem de neutréfilos do sangue
periférico de camundongos, com seus respectivos controles tratados com SFB, em funcgao
do tempo. (a) aponta diferengas estatisticamente significativas em relagado ao grupo controle
sem tratamento (p<0,05). A barra indica o desvio padrdao. CST - controle sem tratamento.
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Foi observada deplecao da populagado de eosinoéfilos no sangue periférico dos
camundongos apos o tratamento com SFB ou PAMs, considerada estatisticamente
significativa somente apos 6 horas e 7 dias do tratamento com PAMs, em relacdo ao
grupo que nao recebeu tratamento. Porém, ndo foram observadas diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos tratados com PAMs e os grupos

tratados com SFB em nenhum dos tempos (Figura 12).
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Figura 12: Efeitos da administracdo de PAMs na contagem de eosindfilos do sangue
periférico de camundongos, com seus respectivos controles tratados com SFB, em fungéo
do tempo. (a) aponta diferengas estatisticamente significativas em relagao ao grupo controle
sem tratamento (p<0,05). A barra indica o desvio padrao. CST - controle sem tratamento.
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Na avaliagdo da populagdo de mondcitos ndo foram verificadas diferencas
estatisticas entre os grupos tratados com PAMs ou SFB, em nenhum dos tempos de
tratamento, e nem em relagdo ao grupo controle ndo tratado, como pode ser

observado na Figura 13.
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Figura 13: Efeitos da administracido de PAMs na contagem de mondcitos do sangue
periférico de camundongos, com seus respectivos controles tratados com SFB, em funcgéo
do tempo. A barra indica o desvio padrao. CST - controle sem tratamento.
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5.2.3. Contagem diferencial dos leucdcitos peritoneais

Uma vez que a aplicagdo da amostra ocorreu via intraperitoneal, fez-se
necessaria a avaliacdo da ocorréncia de processo inflamatério local, por meio da
contagem diferencial dos leucécitos do periténio.

Na avaliagdo da quantidade de macréfagos peritoneais nos diferentes
tempos, ndo foram verificadas diferengas estatisticamente significantes entre os
grupos tratados com SFB ou PAMs, em nenhum dos tempos, e nem em relagéo ao

grupo nao tratado (Figura 14).
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Figura 14: Efeitos da administracdo de PAMs na contagem de macrofagos peritoneais de
camundongos, com seus respectivos controles tratados com SFB, em fungcdo do tempo. A
barra indica o desvio padrao. CST - controle sem tratamento.
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Em relacdo aos linfocitos peritoneais, ndao foram verificadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos tratados com SFB ou PAMs, em
nenhum dos tempos apds os tratamentos, e nem em relagdo ao grupo controle ndo

tratado, como pode ser observado na Figura 15.
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Figura 15: Efeitos da administracdo de PAMs na contagem de linfocitos peritoneais de
camundongos, com seus respectivos controles tratados com SFB, em fungdo do tempo. A
barra indica o desvio padrao. CST - controle sem tratamento.

Os efeitos da administracdo de PAMs foram observados principalmente nas
populagdes de neutrdfilos (Figura 16) e eosindfilos (Figura 17). Foi observado
significante aumento na populagdo de neutréfilos peritoneais apés 6 horas do
tratamento, tanto no grupo que recebeu inje¢ao intraperitoneal da suspensao de
PAMs, quanto no grupo que recebeu SFB, em relagdo aos animais que nao
receberam nenhum tratamento. Apds 12 horas da aplicacdo de SFB, foi verificada
diminuicdo na populagao de neutréfilos em relagédo a contagem encontrada no grupo
analisado apds 6 horas do tratamento com SFB, de forma que n&o mais apresentava
diferencga estatistica significativa em relagdo ao grupo controle sem tratamento. Essa
auséncia de diferenga estatistica nos grupos tratados com SFB foi observada até o
final do experimento (30 dias). Apdés 12 horas do tratamento com PAMs, a
quantidade de neutréfilos no peritbnio aumentou ainda mais, intensificando a
diferenca estatistica em relacdo ao controle sem tratamento, e apresentando

diferenca estatistica também em relacdo ao grupo analisado apdés 12 horas do
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tratamento com SFB. Vinte quatro horas apds a aplicacao intraperitoneal de PAMs,
apesar da deplecdo na quantidade de neutrdéfilos peritoneais, continuou havendo
diferenca estatisticamente significativa em relagcdo ao grupo que nao recebeu
tratamento. Contudo, 48 horas apdés o tratamento com PAMs, foi identificado
aumento expressivo na quantidade de neutréfilos peritoneais, sendo constatadas
diferencas estatisticas, tanto em relagcdo aos animais controle sem tratamento,
quanto em relacdo aos animais tratados com SFB, apdés o mesmo tempo de
tratamento. Apds 7 dias e até 30 dias, a quantidade de neutrdéfilos peritoneais nos
animais tratados com PAMs voltou a ser semelhante a encontrada nos animais nao

tratados e aos analisados depois de 7 dias da aplicacdo de SFB (Figura 16).
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Figura 16: Efeitos da administragcdo de PAMs na contagem de neutréfilos peritoneais de
camundongos, com seus respectivos controles tratados com SFB, em fungdo do tempo.
(a) aponta diferengas estatisticamente significativas em relagdao ao grupo controle sem
tratamento e (b) aponta diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controle
tratado com SFB correspondente ao mesmo tempo de tratamento (p<0,05). A barra indica o
desvio padrao. CST - controle sem tratamento.
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A populacdo de eosindfilos peritoneais (Figura 17) apresentou aumento
estatisticamente significativo de 6 horas até 7 dias apds a aplicagcado de PAMs, em
relacdo ao grupo controle ndo tratado, sendo que apds 24 horas do tratamento com
PAMs, foi verificada diferenga estatisticamente significativa também em relacéo ao
grupo tratado com SFB, apés o mesmo periodo de tempo. Aos 15 e 30 dias, a
contagem de eosindfilos peritoneais nos animais tratados com PAMs era semelhante
a encontrada nos animais tratados com SFB, apds os mesmos tempos, e a do grupo

controle nao tratado.
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Figura 17: Efeitos da administracdo de PAMs na contagem de eosindfilos peritoneais de
camundongos, com seus respectivos controles tratados com SFB, em fungcdo do tempo.
(a) aponta diferengas estatisticamente significativas em relacdo ao grupo controle sem
tratamento e (b) aponta diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controle
tratado com SFB correspondente ao mesmo tempo de tratamento (p<0,05). A barra indica o
desvio padrao. CST - controle sem tratamento.
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Em relacao a contagem de mastdcitos peritoneais (Figura 18), foi verificada
diminuicao significativa, em relagdo ao grupo controle sem tratamento, somente 30
dias apds a administracdo de PAMs. Nao foram observadas diferencas estatisticas
entre os grupos tratados com PAMs em relacdo aos tratados com SFB nos

diferentes tempos correspondentes, inclusive apés 30 dias.
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Figura 18: Efeitos da administracdo de PAMs na contagem de mastdcitos peritoneais de
camundongos, com seus respectivos controles tratados com SFB, em fungdo do tempo.
(a) aponta diferengas estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle sem
tratamento (p<0,05). A barra indica o desvio padrdo. CST - controle sem tratamento.
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5.3. AVALIAGAO DA VIABILIDADE DAS CELULAS PERITONEAIS

Para avaliar os efeitos da administracdo de PAMs sobre a viabilidade das
células do peritdnio foi utilizado o corante azul de tripan, o qual permite diferenciar as
células vivas das mortas. Foram calculadas as concentracdes de células vivas e
mortas por cm® (ndo mostrado) e a porcentagem de células peritoneais viaveis.

Como pode ser verificado na Figura 19, foi observada diminuicdo
estatisticamente significante na média percentual de células viaveis apos 24 horas e
15 dias, tanto em relagdo ao grupo controle sem tratamento, quanto em relagéo ao
grupo tratado com SFB apdés os mesmos tempos. Foram verificadas apenas ligeiras
e néo significativas variagbes na porcentagem de células viaveis nos grupos tratados
com SFB. Apos 30 dias, as médias do grupo tratado com SFB e do tratado com

PAMs eram bastante similares entre si e em relagdo ao grupo nao tratado.
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Figura 19: Efeitos da administragdo de PAMs na porcentagem de células peritoneais viaveis
de camundongos, com seus respectivos controles tratados com SFB, em fungédo do tempo.
(a) aponta diferengas estatisticamente significativas em relagdao ao grupo controle sem
tratamento e (b) aponta diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controle
tratado com SFB correspondente ao mesmo tempo de tratamento (p<0,05). A barra indica o
desvio padrao. CST - controle sem tratamento.
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5.4. ANALISE GENOTOXICA E CITOTOXICA

O teste de micronucleo e o calculo do percentual de eritrocitos policromaticos
(%EPC) sdo comumente utilizados para avaliar a agdo genotdxica e citotoxica,
respectivamente, de amostras de NPMs, no Laboratério de Genética da
Universidade de Brasilia. As analises foram feitas em tempos variados apods a

aplicagao de PAMs ou SFB.

5.4.1 Avaliagao da genotoxicidade dos PAMs

Como pode ser observado na Figura 20, ndo foram verificadas alteragbes
significativas na quantidade de micronucleos (MNs) em eritrécitos policromaticos
(EPCs) entre os animais tratados com PAMs e os animais tratados com SFB, e nem
em relagdo ao grupo controle que ndo recebeu tratamento, em nenhum dos tempos
estudados. O nitido aumento na freqiéncia de MNs em EPCs encontrado no grupo
controle positivo tratado com ciclofosfamida, substancia reconhecidamente
genotdxica, em relagdo aos outros grupos, mostrou que a técnica utilizada foi

adequada.
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Figura 20: Efeitos da administracdo de PAMs na freqiéncia de MNs avaliada em 2000
EPCs, com seus respectivos controles tratados com SFB, em fungdo do tempo. A barra
indica o desvio padrao. CST - controle sem tratamento; CP - Controle positivo.
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Nos eritrécitos normocromaticos (ENCs), ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas relacionadas a frequéncia de MNs em ENCs nos
animais tratados com PAMs, tanto em relagdo aos animais tratados com SFB, apds
0s mesmos periodos de tempo, quanto em relagdo ao grupo controle ndo tratado
(Figura 21). A quantidade de MNs encontrada no grupo controle positivo foi similar

ao grupo que nao recebeu nenhum tratamento.
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Figura 21: Efeitos da administracdo de PAMs na freqiéncia de MNs avaliada em 2000
ENCs, com seus respectivos controles tratados com SFB, em fungdo do tempo. A barra
indica o desvio padrdo. CST - controle sem tratamento; CP - Controle positivo.
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5.4.2 Avaliagao da citotoxicidade dos PAMs

A amostra PAM utilizada neste estudo n&o induziu altera¢des significativas no
percentual de eritrécitos policromaticos (%EPC), nem em relagdo aos animais
controle que nao receberam nenhum tratamento, nem entre os grupos tratados com
PAMs ou SFB, ap6s o mesmo periodo de tempo (Figura 22). O %EPC encontrado
no grupo controle positivo foi semelhante a todos os outros grupos, uma vez que a

ciclofosfamida n&o é considerada citotoxica (ndo mostrado).
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Figura 22: Efeitos da administragdo de PAMs no %EPC, com seus respectivos controles
tratados com SFB, em fungao do tempo. CST - controle sem tratamento.
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5.5. ANALISE HISTOLOGICA

Com o objetivo de se avaliar a presenca e os efeitos da amostra PAM nos
orgaos figado, pulmdes e bago, foi realizada a analise histoldgica, por microscopia
de luz, utilizando coloragdes de hematoxilina e eosina (HE) e método de Perls.

A hematoxilina, por ser um corante basico, tem afinidade por estruturas
acidas como o nucleo celular, corando-o em azul ou violeta, enquanto que a eosina,
por ser um corante acido, reage com estruturas basicas como o citoplasma celular,
corando-o em rosa. A combinacdo desses dois corantes € uma das mais utilizadas
para analise histolégica de tecidos. Os agregados de NPMs podem ser identificados
por apresentarem coloracdo marrom dourada e foram confirmados pelo método de
Perls.

Ja o método de Perls, em que se emprega ferrocianeto de potassio e
vermelho rapido nuclear, é utilizado para identificar a presenca de ferro, endégeno
ou proveniente das NPMs. Os ions férricos presentes nos tecidos reagem com os
ions do ferrocianeto de potassio resultando em um produto azulado chamado
ferrocianeto férrico. O vermelho rapido nuclear é utilizado para coloragdo dos

nucleos celulares em rosa escuro e do citoplasma em rosa claro.

5.5.1. Figado

As principais células do figado, os hepatocitos, sdo células poliédricas que
apresentam diametro de 20 a 30 ym. Tais células estdo dispostas radialmente nos
I6bulos hepaticos e sao direcionadas para a veia centro-lobular. Na periferia dos
I6bulos podem ser visualizados os espagos porta, constituidos por um ou mais
ramos da veia porta e da artéria hepatica, ducto biliar e vasos linfaticos, que sao
revestidos por tecido conjuntivo (Junqueira e Carneiro, 2004).

Os cortes de figado dos animais controle que nao receberam nenhum
tratamento apresentavam parénquima preservado, com hepatécitos de tamanho
normal, nucleo e estrutura bem definidos e capsula de tecido conjuntivo integra. Foi
verificada a presenca de pequenos e raros infiltrados inflamatoérios, que eram

sempre visualizados préximos as veias centro-lobulares (Figura 23-A). Nao foram
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visualizados agregados marrons na coloracdo de HE e nem azuis na coloragéo de
Perls (Figura 24-A).

O figado dos animais controle tratados com SFB, em todos os tempos
analisados, apresentavam-se com aspecto histolégico semelhante ao dos animais
que nao receberam nenhum tratamento e ndao apresentavam diferencas entre si.
Inclusive foram verificados poucos infiltrados inflamatérios (ndo mostrados), de
forma similar aos encontrados nos controles sem tratamento. N&ao foram visualizados
agregados marrons nem azuis. As Figuras 23-B e 24-B, apresentam o figado de um
animal analisado apés 48 horas do tratamento com SFB, e ilustram a aparéncia
histolégica observada em todos os outros animais tratados com SFB.

Os cortes de figado dos animais tratados com PAMs, analisados nos
diferentes tempos de tratamento, também n&o apresentavam quaisquer diferencas
histolégicas entre si, nem entre os animais dos grupos controle tratados com SFB e
nem em relagdo ao grupo controle que nédo recebeu nenhum tratamento. Também
foram verificados leves infiltrados inflamatérios proximos a vasos, mas em
quantidade similar a dos animais controles (ndo mostrados). Apesar do tratamento
com NPMs, nao foi visualizada a presenca de aglomerados marrons na coloragao de
HE e nem agregados azuis na coloragdo de Perls em nenhum animal, mesmo em
aumento de 1000x. As Figuras 23-C.DLE[F e 24-C,D,E,F apresentam
fotomicrografias de figado de animais tratados com PAMs, em diferentes tempos,
demonstrando a auséncia de alteragcbes com o decorrer do tempo e entre os grupos

controles, bem como a auséncia de agregados de NPMs.



Resultados - 55

48 horas do

7 dias (E) e 30 dias (F) do

apos

ao tratado (A)

6 horas (C), 48 horas (D)

fias de figado de camundongos n

Fotomicrogra

23:
tratamento com SFB (B)

Figura

7

; apos

veia centro-

a

7

orio proximo

infiltrado inflamat

indica

espago porta. Colorag

tratamento com PAMs. Em A, a seta

lobular (VCE)

ao por HE.

EP -



Resultados - 56

Figura 24: Fotomicrografias de figado de camundongos néo tratado (A); apdés 48 horas do
tratamento com SFB (B); apds 6 horas (C), 48 horas (D), 7 dias (E) e 30 dias (F) do
tratamento com PAMs. Coloracéo por método de Perls.
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5.5.2. Pulmoes

Nos cortes histologicos dos pulmdes pode-se visualizar os bronquiolos,
ductos alveolares e alvéolos pulmonares. Os bronquiolos, nas porgdes finais,
apresentam delgada camada de musculo liso e fibras elasticas e epitélio cilindrico
simples que varia de colunar baixo a cubdide, podendo apresentar ou nao cilios.
Tanto os ductos alveolares quanto os alvéolos sao revestidos por epitélio simples,
com células bastante delgadas. Nas bordas dos alvéolos pode-se ainda verificar a
presenca de musculo liso. Os alvéolos sao delimitados pelos septos interalveolares,
que sdo compostos por pneumacitos, tecido conjuntivo e finos capilares sanguineos
(Junqueira e Carneiro, 2004).

Os cortes dos pulmbes dos animais do grupo controle que n&o recebeu
nenhum tratamento apresentavam vasos sanglineos e bronquiolos com
caracteristicas padrdes, alvéolos delimitados por septos com aspecto normal e
capilares exibindo calibre normal (Figura 25-A) em que hemacias eram visualizadas.
Foi observada a presenca de leves infiltrados inflamatérios proximos a vasos e
bronquiolos (dados ndo mostrado). Nao foram visualizados aglomerados marrons na
coloragcédo de HE e nem azuis na coloragao de Perls (Figura 26-A).

Os pulmbes dos animais controles tratados com SFB, em todos os tempos
analisados, apresentaram espessamento dos septos interalveolares, que ainda era
pouco intenso apds 30 minutos do tratamento com SFB. Apds 6 horas os septos
interalveolares ja se encontravam bastante espessos e foi observado aumento na
quantidade de infiltrados inflamatérios, em comparagcdo com os animais controles
sem tratamento (dados ndo mostrados). Entretanto, apds 12 horas, foi observada
diminuicdo do espessamento dos septos interalveolares, em comparacido com os
animais analisados apdés 6 horas do tratamento com SFB, mas ainda eram
observadas areas com espessamento, embora também tenham sido observadas
areas cujos septos apresentavam aspecto normal. De maneira geral, os animais
analisados de 12 horas até 30 dias apods o tratamento com SFB apresentavam
caracteristicas semelhantes, com areas de aspecto normal e areas dispersas com
septos espessados, como pode ser observado na Figura 25-B. Além disso, nesses
mesmos tempos, foi observada quantidade levemente maior de infiltrados
inflamatérios em comparagédo com o grupo controle sem tratamento (dado nao

mostrado). Nao foram visualizados agregados marrons nem azuis em nenhum
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animal tratado com SFB (Figura 26-B). As Figuras 25-B e 26-B, apresentam pulméao
de um animal analisado apds 12 horas do tratamento com SFB, e ilustram a
aparéncia histologica observada até 30 dias apds a aplicagdo intraperitoneal de
SFB.

Da mesma forma que no grupo tratado com SFB, foi observado leve
espessamento dos septos interalveolares apos 30 minutos do tratamento com PAMs
e pequeno aumento de infiltrados inflamatérios préximos a vasos e bronquiolos
(Figura 25-C). Apos 6 horas, foi verificado aumento do espessamento dos septos
alveolares e do infiltrado inflamatorio, de maneira similar ao observado nos animais
tratados com SFB apds o mesmo tempo (dados ndo mostrados). Entretanto, depois
de 12 horas da aplicagao intraperitoneal de PAMs foram observadas areas maiores
de espessamento, em comparagao com 0os animais tratados com SFB analisados
ap6s o mesmo periodo de tempo (Figura 25-D), porém a quantidade de infiltrados
inflamatorios permaneceu similar entre os dois grupos. Apesar do tratamento com
PAMs, nao foi observada a presenca de agregados marrons na coloracdo de HE e
nem agregados azuis na coloracdo de Perls nos animais analisados apds 30
minutos (Figura 26-C), 6 horas (ndo mostrado) e 12 horas (Figura 26-D). Contudo,
apo6s 24 horas do tratamento com PAMs, foi verificada em 1 dos 3 animais
analisados, a presenga de agregados marrons, confirmados pela coloracédo de Perls
como sendo compostos de ferro, associados a intensos infiltrados inflamatérios. De
todos os animais tratados com PAMs analisados, este foi o unico animal em que
foram observados agregados marrons e azuis (Figuras 25-E,F e 25-E,F). Apesar dos
outros 2 animais analisados apos 24 horas nao terem apresentado agregados, todos
os 3 animais apresentavam caracteristicas histologicas similares, com grande
quantidade de infiltrados inflamatdrios e areas maiores de espessamento dos septos
interalveolares, em comparagao com os animais tratados com SFB analisados apés
24 horas. Os animais analisados apos 48 horas (Figura 27-A,B), 7 dias (n&o
mostrado), 15 dias (Figura 27-C,D) e 30 dias (Figura 27-E,F), apos aplicagdo de
PAMs, apresentavam algumas areas com septos espessados e leves infiltrados
inflamatodrios, similares aos encontrados nos controles tratados com SFB apds os
mesmos tempos de tratamento. Nesses tempos, também nao foram visualizados

agregados marrons ou azuis, mesmo em aumento de 1000x.
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Figura 25: Fotomicrografias de pulmao de camundongos nao tratado (A); apds 12 horas do
tratamento com SFB (B); apés 30 minutos (C), 12 horas (D) e 24 horas (E e F) do
tratamento com PAMs. Em C a seta indica infiltrado inflamatério préximo ao bronquiolo. Em
E a seta indica inflamagao associada a presenca de NPs. Em F, as setas apontam os
aglomerados de NPs apresentando cor marrom dourado. Coloragao por HE.
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Figura 26: Fotomicrografias de pulmao de camundongos nao tratado (A); apds 12 horas do
tratamento com SFB (B); apés 30 minutos (C), 12 horas (D) e 24 horas (E e F) do
tratamento com PAMs. Em E e F, as setas indicam os aglomerados de NPs apresentando
cor azul. Coloragao pelo método de Perls.
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Figura 27: Fotomicrografias de pulmao de camundongos apés 48 horas (A,B), 15 dias (C,D)
e 30 dias (E e F) do tratamento com PAMs. Coloragao por HE (A,C e E) e pelo método de
Perls (B, D e F).
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5.5.3. Bagco

Nos cortes histolégicos do bago, pode-se verificar a presenga de uma capsula
composta por tecido conjuntivo, que emite trabéculas que dividem o parénquima do
orgao. Além disso, pode-se diferenciar a polpa branca, que se cora em roxo pela
coloracao de HE, da polpa vermelha, que apresenta coloragdo proxima ao rosa. A
polpa branca é constituida por células linféides, enquanto que a polpa vermelha é
composta por capilares sinusoides, que nao sio visiveis ao microscopio de luz, e
pelos corddes esplénicos, formados por células e fibras reticulares, leucécitos,
plaquetas e eritrocitos (Junqueira e Carneiro, 2004).

Os cortes do bago dos animais controle que nao receberam tratamento
apresentavam capsula de espessura normal, areas de polpa branca bem delimitada,
com presencga de megacariocitos e células parenquimais bem preservadas. A polpa
vermelha apresentava quantidade variavel de aglomerados de cor marrom-dourada,
quando corada por HE (Figura 28-A), e aglomerados azuis, quando corado por Perls,
Tais agregados também foram visualizados na polpa branca, mas em quantidade
muito menor (Figura 29-A).

O baco dos animais controle tratados com SFB, em todos os tempos
analisados, apresentavam caracteristicas histologicas semelhantes as dos animais
que nao receberam nenhum tratamento e ndo apresentavam diferencas
consideraveis entre si. A quantidade de aglomerados marrons e azuis variou pouco
entre os diferentes tempos e foi similar a dos controles nao tratados. As Figuras 28-B
e 29-B, apresentam o bago de um animal analisado apds 7 dias do tratamento com
SFB, e ilustram a aparéncia histologica observada em todos os outros animais
tratados com SFB.

As secgdes do bago dos animais tratados com PAMs, analisados nos
diferentes tempos de tratamento, ndo apresentaram diferengas histologicas entre si,
nem entre os animais dos grupos controles tratados com SFB e nem em relagdo ao
grupo controle que nao recebeu nenhum tratamento. Entretanto, foi observada leve
variacdo na quantidade de agregados marrons e azuis nos diferentes tempos, mas
que ocorreu de forma similar a dos controles. Apos 30 minutos, por exemplo, foi
verificado leve aumento na quantidade de agregados, tanto na polpa vermelha
quanto na branca, em 2 animais tratados com PAMs em comparagdo com oS

animais controles (Figura 29-C). De 6 horas até 30 dias apds o tratamento com



Resultados - 63

PAMs, a quantidade de aglomerados foi bastante similar a dos controles. As Figuras
28-C,D,E,F e 29-C,D,E,F apresentam fotomicrografias de bago de animais tratados
com PAMs, em diferentes tempos, demonstrando a auséncia de alteragdes com o
decorrer do tempo e entre os grupos controles. Sdo também visualizados
aglomerados de ferro, que podem ser endoégenos ou decorrentes da presenca de
NPMs.
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Figura 28: Fotomicrografias do bago de camundongos nédo tratado (A); apés 7 dias do
tratamento com SFB (B); apds 30 minutos (C), 12 horas (D) 7 dias (E) e 30 dias (F) do
tratamento com PAMs. As setas indicam os aglomerados de ferro que apresentam cor
marrom dourada. PB — polpa branca; PV — polpa vermelha. Coloragao por HE.
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Figura 29: Fotomicrografias do bago de camundongos nédo tratado (A); apés 7 dias do
tratamento com SFB (B); apds 30 minutos (C), 12 horas (D) 7 dias (E) e 30 dias (F) do
tratamento com PAMs. Os aglomerados de ferro apresentam coloragdo azul. PB — polpa
branca; PV — polpa vermelha. Coloracao pelo método de Perls.
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6. DISCUSSAO
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Neste trabalho, foi avaliada a biocompatibilidade de polimeros de albumina
magnéticos (PAMs), compostos por nanoparticulas (NPs) de maghemita, suspensos
em soro fetal bovino (SFB), na concentracdo de 5 mg/cm® (1,23 x 10™
partl'culas/cm3), e aplicados intraperitonealmente em camundongos fémeas Swiss. A
biocompatibilidade da amostra foi estudada por meio da analise citométrica, da
avaliagao da viabilidade das células peritoneais, da analise genotoxica e citotoxica
em eritrocitos da medula éssea, e dos efeitos das NPs no figado, pulmdes e baco
analisados por microscopia de luz.

Os mesmos testes para avaliar a biocompatibilidade dos PAMs foram
realizados em animais controles que nao foram submetidos a nenhum tratamento e
em animais controles tratados intraperitonealmente com SFB. A utilizagdo do SFB
como diluente para as NPs liofilizadas, foi devido a melhor diluicido que essa
substancia promoveu em comparagao com solug¢ao de cloreto de sodio a 0,9%, que
€ comumente utilizada para aplicacdo em animais controle. Entretanto, apesar do
SFB utilizado ser inativado, poderia causar alguma alteragdo nos padrbes
leucocitarios e teciduais dos animais, o que justificou a sua utilizagdo em cada um

dos tempos de tratamento.

6.1. CONSIDERAGOES SOBRE A AMOSTRA PAM

As nanoparticulas magnéticas (NPMs) podem ter diferentes efeitos no
organismo dependendo da composicdo quimica do nucleo e da cobertura, do
tamanho e das cargas de superficie, sendo que mudangas em qualquer um desses
fatores podem alterar a biocompatibilidade e biodistribuicdo desses nanocompostos
(Moghimi et al., 2005; Tartaj et al., 2005; Owens Il e Peppas, 2006; Dobrovolskaia e
McNeil, 2007). Para que possam ser utilizados em aplicagdes biomédicas, os
nanocompostos devem ser hemocompativeis, biodegradaveis e ndo toxicos ao
organismo.

A escolha de se avaliar a biocompatibilidade de PAMs, constituidos de NPs
de maghemita baseadas em polimeros de albumina, foi devido ao fato desses
nanocompostos apresentarem propriedades interessantes para aplicacdes
biomédicas, com grande possibilidade de serem utilizados em futuras aplicagbes

para tratamento e diagndstico de diferentes doengas, como o cancer. Exemplifica
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essa possibilidade, o fato de ja existir uma droga aprovada pela FDA (Food and Drug
Administration) para tratamento de cancer de mama metastatico, baseada em NPs
de albumina (ndo-magnéticas) associadas com o quimioterapico paclitaxel. Essa
nova formulacdo, comercializada com o nome Abraxane®, causa menos efeitos
colaterais em comparacao com a administracdo do paclitaxel livre, além de permitir
maior direcionamento para o tumor (lbrahim et al.,, 2002, 2005; Gradishar et al.,
2005; Nyman et al., 2005).

Um dos atributos interessantes dos PAMs é o fato da albumina ser
biodegradavel, ndo toxica e n&o imunogénica, além de ter propriedades
antioxidantes e ser a principal proteina do soro (Chuang et al., 2002). Os PAMs
foram preparados utilizando-se albumina bovina, que apresenta aproximadamente
80% de homologia com a albumina humana e a de ratos (Bickel et al., 2001).

A albumina presente nos PAMs fornece determinadas caracteristicas de
superficie interessantes. Sabe-se que um dos principais problemas na aplicacéo de
determinadas particulas in vivo é o rapido recobrimento por opsoninas presentes no
soro, como anticorpos e fatores do complemento (Vonarbourg et al., 2006). As
opsoninas agem facilitando a ligagdo de células fagociticas, que vao retirar as
particulas rapidamente da circulagao evitando que elas atinjam o local de interesse
(lum e Davis, 1984; Leroux et al., 1995; Berry et al., 2003; Owens Ill e Peppas,
2006). As particulas que tém superficie hidrofébica sdo mais rapidamente recobertas
por opsoninas do que as que apresentam superficie hidrofilicas, permanecendo
menos tempo na circulagao (Lin et al., 1999; Vonarbourg et al., 2006; Dobrovolskaia
e McNeil, 2007). De acordo com Ogawara et al. (2004) e Leroux et al., (1995), o
recobrimento de NPs com proteinas do soro que nao tem funcédo de opsonina, como
a albumina, faz com que o reconhecimento pelas células do sistema mononuclear
fagocitario seja diminuido, embora os mecanismos envolvidos ndo estejam ainda
bem elucidados. Dessa forma, os PAMs podem permanecer mais tempo no
organismo, permitindo que cheguem ao local de interesse onde podera ser utilizado,
por exemplo, um campo magnético de frequéncia alternada para promog¢édo da
hipertermia e, assim, destruicdo mais especifica de células tumorais.

As cargas de superficie também s&o importantes fatores para determinar a
biocompatibilidade e a biodistribuicdo de determinadas NPs. Sabe-se que particulas
catibnicas sdo mais facilmente internalizadas por células fagociticas, como

macrofagos e células dendriticas, devido as forcas de atragdo com proteoglicanas
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carregadas negativamente presentes na superficie dos fagécitos (Kwon et al., 2005).
Além disso, de forma geral, particulas com superficie carregada positivamente
(catibnicas) induzem mais reagbes inflamatérias do que as carregadas
negativamente (anibnicas) ou as que possuem carga neutra (Dobrovolskaia e
McNeil, 2007). Devido a presenca de grande quantidade de aminoacidos com
carater acido (como o acido poliaspartico e acido glutdmico) em comparagao com
aminoacidos de carater basico (como lisina e argina), a molécula de albumina
apresenta carga negativa em pH neutro (Bickel et al., 2001) e, dessa forma, os
PAMs podem causar pouca ou nenhum resposta inflamatéria e serem menos
fagocitados pelas células do sistema mononuclear fagocitario, permanecendo
circulantes por mais tempo.

O tamanho das particulas também influencia a sua biodistribuicdo. De acordo
com Gupta e Gupta (2005b), particulas maiores que 200 nm s&o usualmente
sequestradas pelo bago, como resultado da filtragdo mecanica e podem
eventualmente ser removidas pelos fagdcitos, resultando em menor tempo de
circulagdo. Por outro lado, particulas com didmetro menor que 10 nm sao
rapidamente removidas por meio do extravasamento e clearance renal. Particulas
com tamanho em torno de 10 a 100 nm apresentam tamanho ideal, pois sao
pequenas o bastante para evadir o sistema mononuclear fagocitario, permanecendo
mais tempo na circulacdo, bem como penetrar em pequenos capilares e assim ter
uma distribuicdo mais efetiva (Moghimi et al., 2005; Heath e Davis, 2008). Neste
trabalho, os PAMs apresentavam tamanho meédio de 73 nm.

A associagcdo de NPs a albumina também é vantajosa por essa proteina
permitir a ligagdo de diferentes componentes, uma vez que apresenta diversos
grupos amino e carboxilicos disponiveis para ligagao de drogas, anticorpos e outros
componentes. Quimioterapicos e anticorpos monoclonais para determinados
tumores, por exemplo, podem ser associados aos PAMs permitindo a entrega do
quimioterapico de forma especifica para o tumor. Como neste trabalho foram
utilizadas NPMs, somente um campo magnético externo teoricamente ja poderia
permitir esse direcionamento.

Além disso, os PAMs podem ser um importante instrumento no combate ao
cancer, jA que as células cancerosas superexpressam varios receptores para
albumina, uma vez que utilizam essa proteina na sua nutrigdo por servirem como

fonte de nitrogénio. Dessa forma, NPs associadas com albumina sao entao captadas
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pelo tecido neoplasico em uma taxa maior do que o tecido normal (Simioni et al.,
2006). Aliando-se a isso, o aumento da permeabilidade vascular tumoral e a baixa
drenagem linfatica caracteristicas do cancer permitem um acumulo maior e mais
prolongado das particulas no tumor (Trynda-Lemiesz, 2004; Gradishar et al., 2005;
Nie et al., 2007; Torchilin, 2007). A associagdo dessas particulas a drogas
antineoplasicas e/ou a utilizagdo de um campo magnético de freqiéncia alternada
para aumento da temperatura podem levar ao tratamento localizado do tumor,
diminuindo a destruicdo de células sadias e, consequentemente, os efeitos
colaterais.

O transporte da albumina através das células endotelias é mediado pelo
receptor gp60 que esta envolvido na endocitose mediada por caveolina. A ligagédo da
albumina ao receptor gp60 ativa a caveolina-1, que promove a formagao de
vesiculas que transportam a albumina e outros constituintes do plasma através da
célula endotelial para o espaco intersticial (Gradishar et al., 2005; Nyman et al.,
2005; Desai et al., 2006). Além disso, uma proteina chamada osteonectina, também
conhecida como proteina acida rica em cisteina (SPARC), é expressa em diversas
células tumorais e é secretada no interticio tumoral. Por apresentar homologia com o
receptor gp60, permite a ligacdo da albumina. Assim, essa proteina associada a
quimioterapicos pode se acumular principalmente nos tumores possivelmente devido
a ligagao a SPARC, facilitando entdo o acumulo intratumoral de drogas associadas a
albumina (Gradishar et al., 2005; Nyman et al., 2005). Dessa forma, a utilizagdo dos
PAMs associados a quimioterapicos pode permitir o maior direcionamento de drogas
para o tumor, tanto pela ligacdo da albumina a SPARC, quanto por um campo
magnético externo, devido a presenga das NPMs. Nesse caso, um campo magnético
de frequéncia alternada também poderia ser utilizado para promover a liberacdo da
droga dentro do tumor, além de induzir a hipertermia, levando a morte das células
tumorais com menos efeitos nas células normais, uma vez que as células

cancerosas sao mais susceptiveis ao aumento de temperatura.

6.2. CONSIDERAGOES SOBRE AS NPs DE MAGHEMITA

Especificamente em relacédo as NPs de maghemita (y-Fe;O4) presentes nos

PAMs, essas foram escolhidas por ja estarem na forma oxidada, diferentemente da
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magnetita, tendo portanto menor potencial em causar toxicidade tecidual, sendo
mais promissoras para aplicagdes biomédicas. Estudos realizados no Laboratoério de
Genética da Universidade de Brasilia mostraram que NPs de maghemita recobertas
por citrato (Brugin, 2007) ou recobertas por polifosfato (Portilho-Corréa, 2007)
apresentaram baixa toxicidade, sendo consideradas biocompativeis.

As NPs de maghemita utilizadas neste trabalho, apresentavam tamanho
médio de 8,9 nm e eram provenientes de um fluido magnético iénico estabilizado em
pH acido. Quando as particulas sdo preparadas em meio acido, elas apresentam
carga positiva e a ndo agregacao das NPMs do fluido ibnico depende principalmente
da repulsao eletrostatica. A atragao entre as carga positivas das NPs de maghemita
e as cargas negativas dos polimeros de albumina permitiu uma forte interagcao entre
esses componentes.

O componente férrico das particulas é fundamental para determinar a
biocompatibilidade. Estudos realizados com NPs desenvolvidas a partir de diversas
ferritas, porém recobertas com o mesmo surfactante, o acido citrico, causaram
diferentes efeitos em camundongos. Nesses estudos, as NPs de ferrita de
manganés induziram morte celular, genotoxicidade e reagdes inflamatdrias severas
(Lacava et al., 1999a); as NPs de magnetita causaram baixa genotoxicidade, nao
alteraram a proliferacdo de células da medula éssea e provocaram processo
inflamatorio brando (Garcia, 2002); enquanto que as NPs a base de ferrita de
cobalto foram muito toxicas as células do peritbnio, induziram leve alteragdo da
proliferacdo de células da medula 6ssea e pouco processo inflamatério (Kickelhaus,
2003).

Uma das preocupacgdes do uso de NPMs € devido ao acumulo excessivo de
ferro, que induz a produgao de espécies reativas de oxigénio, como peroxido de
hidrogénio e radical superoxido, que promovem a peroxidagdo da membrana celular,
a oxidac&o de proteinas e causam dano ao DNA (Meneghini, 1997; Andrews, 2005;
Papanikolaou e Pantopoulos, 2005). O dano a membrana celular gera a sintese de
prostaglandinas, que causam vasodilatacdo e tém agdo quimiotatica, atraindo
células de defesa, estimulando assim a inflamacéao, que pode inclusive levar ao dano
tecidual (Abbas e Lichtman, 2005). Entretanto, acredita-se que a excreg¢ao do ferro é
estimulada pelo aumento da sua concentragdo no organismo (Oates et al, 2000;

Andrews, 2005), o que pode diminuir os efeitos negativos da aplicacédo das NPMs.



Discussao - 72

6.3. CONSIDERAGOES SOBRE OS EFEITOS DOS PAMs NA ANALISE
CITOMETRICA DO SANGUE PERIFERICO

A analise citométrica do sangue periférico € um método rotineiro para verificar
a indugao e a severidade de processos inflamatérios, alérgicos, parasitarios, entre
outros. As contagens global e diferencial de leucdcitos tiveram aplicagdes
importantes nesta pesquisa, uma vez que a determinagao da biocompatibilidade dos
PAMs depende, além de outros fatores, da verificagdo dos efeitos no sistema imune.
De acordo com Chan (2006) e Dobrovolskaia e McNeil (2007), dependendo da
composi¢cao e das caracteristicas das NPs, elas podem estimular ou suprimir a
resposta imune.

Ao microscoépio de luz € possivel diferenciar os leucécitos do sangue quanto
ao seu aspecto morfolégico em: linfocitos, neutrdfilos, eosindfilos, mastécitos e
mondcitos. Os mastécitos sao células raramente observadas no sangue periférico e
n&o foram verificados em nenhuma lamina analisada.

Os linfécitos sao células que variam de 8 a 12 ym (dependendo do estado de
ativagdo), apresentam nucleo grande, com cromatina densa, e pouco citoplasma.
Existem varios tipos de linfocitos, com diferentes fungdes, mas néo é possivel fazer
a distingdo por meio da analise morfoldgica. Os linfocitos podem agir na destruicéo
direta de materiais estranhos, na apresentagcdo de antigenos, na liberagdo de
substancias estimulantes para outras células e na produgédo de anticorpos (Abbas e
Lichtman, 2005). Neste estudo, foi verificado que a aplicagao intraperitoneal dos
PAMs induziu diminuig&o significativa da contagem de linfocitos do sangue somente
7 dias apds o tratamento, em comparagao com o grupo que néo recebeu tratamento.
O mesmo resultado foi encontrado quando NPs de magnetita recobertas com acido
poliaspartico foram aplicadas intravenosamente (Sadeghiani, 2004). A deplecao da
populacdo de linfocitos ocorreu possivelmente devido a migracdo dessas células
para os tecidos. Apds 15 dias, a quantidade de linfocitos ja havia retornado a valores
similares aos do controle, mostrando que a linfopenia (diminuicdo da quantidade de
linfocitos) foi temporaria.

Como a populagao celular mais abundante no sangue dos camundongos € a
de linfécitos, a diminuigdo na quantidade global de leucécitos ocorrida apds 7 dias
do tratamento com PAMs pode ser explicada pela diminuicdo na populacdo de

linfécitos, que n&o foi compensada pelo aumento das outras populagdes
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leucocitarias. Como pbde ser observado, a contagem global de leucécitos e a
contagem diferencial de linfécitos apresentaram variagcdo semelhante, justamente
devido ao fato dos linfocitos serem os principais leucécitos do sangue em termos
numéricos. Resultado semelhante foi encontrado por Brugin (2007), ao analisar os
efeitos de NPs de maghemita recobertas com citrato aplicadas via intravenosa.

A segunda populagdo de leucdcitos mais abundante no sangue dos
camundongos € a de neutrofilos. Essas células tém como fungéo primaria identificar,
ingerir e destruir microorganismos. Apresentam diédmetro de 12 a 15 pm, nucleo
segmentado em 3 a 5 lobulos conectados e finos granulos citoplasmaticos. Os
neutréfilos estdo envolvidos na resposta inflamatoria inicial, podendo migrar para o
local da inflamagédo apds poucas horas do reconhecimento do organismo estranho
(Junqueira e Carneiro, 2004; Abbas e Lichtman, 2005). Apos 24 horas do tratamento
com PAMs, foi observada diminuicdo significativa na quantidade de neutrdfilos
circulantes no sangue, em comparagado com 0s animais nao tratados, que ocorreu
provavelmente devido a migragcdo dessas células para outros oOrgaos. Essa
migragao, relativamente tardia, sugere que os PAMs demoraram mais tempo para
serem reconhecidos pelas células do sistema mononuclear fagocitario possivelmente
devido as suas caracteristicas de superficie. Apos 48 horas, a populacdo de
neutréfilos comegou a aumentar, ndo apresentando mais diferenga significativa em
relagdo ao controle, mostrando que a amostra induz reacao inflamatoéria temporaria.
Apds 15 dias do tratamento com PAMs, a quantidade de neutrdfilos era bastante
similar a do grupo controle sem tratamento. Resultados diferentes foram
encontrados por Portilho-Corréa (2007), ao analisar os efeitos da aplicagéo
intravenosa de NPs de maghemita recobertas com polifosfato, que identificou
aumento dose dependente na quantidade de neutréfilos no sangue apds 30 minutos
a 12 horas da aplicacdo da droga. Os resultados divergentes observados neste
trabalho, em comparagcdo com os verificados por Portilho-Corréa (2007),
demonstram que mudangas na cobertura, na via de administracdo e até mesmo do
tamanho das nanoparticulas, sdo capazes de alterar os efeitos bioldgicos de
diferentes nanocompostos.

Ja os eosindfilos sdo leucdcitos envolvidos nas reacgdes inflamatorias tardias,
sendo atraidos por citocinas e quimiocinas produzidas por linfocitos, macréfagos e
neutrofilos. Os eosindfilos apresentam aproximadamente o mesmo tamanho dos

neutroéfilos, nucleo bilobulado e granulos citoplasmaticos grosseiros que se coram
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fortemente pela eosina. No local da inflamacgao, essas células liberam seus granulos,
que contém substancias que induzem reagdes alérgicas (Junqueira e Carneiro,
2004; Abbas e Lichtman, 2005). Apos 6 horas e 7 dias da aplicagéo intraperitoneal
dos PAMs, foi verificada diminuigdo na quantidade de eosindfilos, que pode ter sido
devido a migragao dessas células para outros locais. A diminuigdo nessa populagao
celular foi transitéria e temporaria, uma vez que apdés 15 dias a quantidade de
eosindfilos era similar a do grupo controle sem tratamento. Resultados opostos
foram encontrados por Portilho-Corréa (2007), que identificou um aumento nessa
populacao celular apds 24 horas da aplicacado de NPMs recobertas com polifosfato,
mas que retornou a valores similares ao controle em 7 dias.

Os mondcitos, as células que dao origem aos macrofagos teciduais,
apresentam tamanho de 10 a 15 ym, possuem nucleo em forma de rim, cromatina
frouxa e citoplasma abundante com granulos muito finos (Junqueira e Carneiro,
2004; Abbas e Lichtman, 2005). Nao foi verificada qualquer alteracao significativa
dessa populacao celular nos diferentes tempos analisados apds o tratamento com
PAMs ou SFB, diferentemente dos resultados obtidos por Sadeghiani (2004), que
identificou que NPs de magnetita recobertas com acido poliaspartico induzem o
aumento na quantidade de mondcitos circulantes.

As diferentes alteragdes observadas na analise citométrica foram temporarias,
uma vez que apods determinados periodos, os dados ja se apresentavam dentro dos
padrées encontrados no grupo controle sem tratamento. Ja era esperado que os
PAMs nao causassem efeitos severos, uma vez que a albumina é biocompativel e
possui caracteristicas interessantes, como carga negativa, que diminui a
imunogenicidade (Cui e Mumper, 2002; Dobrovolskaia e McNeil, 2007).

Nao foi verificada nenhuma diferenga significativa entre os grupos tratados
com PAMs e SFB, ap6s o mesmo tempo de tratamento, e nem entre os grupos
tratados com SFB e o grupo néo tratado. Os grupos tratados com SFB, nos mesmos
tempos de tratamento com PAMs, foram adicionados pela possibilidade do préprio
SFB utilizado para diluir a amostra liofilizada, causasse alteragdes nos parametros
analisados. Dessa forma, nao foi observado qualquer efeito significativo do SFB na
contagem de leucocitos do sangue periférico.

Os resultados encontrados na analise citométrica do sangue sugerem que 0s

PAMs sao biocompativeis nas condi¢gdes analisadas, uma vez que as alteracdes
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observadas na contagem global e diferencial de leucdcitos do sangue foram

temporarias.

6.4. CONSIDERAGOES SOBRE OS EFEITOS DOS PAMs NA CONTAGEM
DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS PERITONEAIS

Como a aplicagado dos PAMs ocorreu via intraperitoneal, foram avaliados os
efeitos na contagem diferencial de leucécitos presentes no periténio, com o objetivo
de verificar a ocorréncia de inflamagao. O peritbnio compreende uma camada de
epitélio simples pavimentoso associado a tecido conjuntivo que reveste os 6rgaos da
cavidade abdominal.

As células mais abundantes na cavidade peritoneal sdo os macrofagos e os
linfécitos. Os macrofagos apresentam caracteristicas morfolégicas muito variaveis,
mas em geral medem entre 10 e 30 ym de didmetro e apresentam nucleo oval ou
em forma de rim localizado excentricamente (Junqueira e Carneiro, 2004). Estas
células fazem parte do sistema mononuclear fagocitario, exercendo papel
fundamental na apresentacdo e combate a agentes estranhos. Quando ativados,
produzem uma variedade de substancias, como citocinas pro-inflamatorias (fator de
necrose tumoral, interleucina 1, interleucina 12, entre outras), oxido nitrico e
espécies reativas de oxigénio. As citocinas podem estimular a proliferacdo e
diferenciacao de linfocitos e também atrair neutrofilos e eosindfilos para o local da
inflamacédo (Neuhaus e Watson, 2004). O oéxido nitrico induz vasodilatagédo e
diapedese, enquanto que as espécies reativas de oxigénio sdo produzidas para
destruicdo de agentes estranhos, mas em excesso podem causar dano tecidual.

Neste estudo nao foi verificada qualquer alteragao significativa, em nenhum
dos tempos analisados, na quantidade de macréfagos presentes no periténio. Esses
resultados sugerem que os PAMs nao estimularam a migracdo de mondcitos do
sangue periférico para a cavidade peritoneal, o que corrobora com a auséncia de
alteragcbes na contagem de monocitos do sangue, relatada anteriormente. A
deplecédo de macrofagos peritoneais observada em outros trabalhos utilizando NPMs
(Lacava et al., 1999a; Lacava et al., 1999b; Freitas et al., 2002), foi considerada

como sendo induzida pela fagocitose de grande quantidade de NPs, que perdem a
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cobertura e se agregam, culminando no rompimento e morte das células
fagocitarias, e também pelo efeito genotéxico das NPMs utilizadas nesses estudos.

Além disso, durante a analise das ladminas de esfregago peritoneal, em
microscopio de luz (1000x), ndo foram visualizados agregados de NPs dentro de
macrofagos, 0 que sugere que a cobertura de albumina evitou o reconhecimento
pelas células do sistema mononuclear fagocitario ou nao foram formados agregados
de NPs. Como os PAMs estudados apresentavam tamanho em torno de 73 nm, eles
sé poderiam ser visualizados ao microscépio de luz se estivessem aglomerados.
Esses resultados sao diferentes dos encontrados por Kickelhaus (2003), que
verificou a presenga de algomerados de NPs de ferrita de cobalto recobertas com
citrato dentro de macrofagos peritoneais, assim como Silva et al. (2005), que
estudaram a captacdo de NPs de magnetita recobertas com DMSA, acido citrico e
dextrana pelas células do peritbnio. Os compostos com carga de superficie negativa,
que € o caso dos PAMs, sdo menos fagocitados pelas células do sistema
mononuclear fagocitario do que os compostos com carga positiva, o que pode
explicar a auséncia de agregados dentro dos macrofagos.

Também nao foram verificadas alteragbes significativas nas contagens de
linfocitos peritoneais, diferentemente dos estudos realizados com NPs de ferrita de
manganés recobertas com citrato (Lacava et al., 1999a; Freitas et al., 2002), que
induziram a migragao de linfocitos para a cavidade peritoneal.

Entretanto, foram verificadas significativas alteragdes nas contagens de
neutréfilos e eosindfilos peritoneais. Foi observado aumento, considerado
estatisticamente significativo em relagcdo ao grupo controle sem tratamento, na
populacdo de neutréfilos peritoneais dos grupos analisados de 6 a 48 horas apds a
aplicagao intraperitoneal de PAMs, sendo observada uma leve diminuicdo apos 24
horas, que voltou a aumentar apdés 48 horas. Os dados observados sugerem que o
aumento na quantidade de neutrofilos foi devido também a substancias presentes no
SFB, utilizado como diluente dos PAMs liofilizados, uma vez que os animais tratados
com SFB também apresentaram aumento significante de neutréfilos apds 6 horas,
de forma similar aos tratados com PAMs. Entretanto, apés 12 horas da aplicagao
intraperitoneal de SFB, a quantidade de neutrofilos comegou a diminuir atingindo
valor semelhante ao do grupo controle sem tratamento, permanecendo assim
durante os tempos posteriores analisados neste estudo. Dessa forma, os resultados

sugerem que a presenca dos PAMs estimulou o recrutamento de neutréfilos para o
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peritdnio, o que é indicativo de resposta inflamatdria, que também foi observada em
outros trabalhos do grupo (Lacava et al., 1999a; Lacava et al., 1999b; Freitas et al.,
2002). Possivelmente os neutréfilos foram atraidos para o peritbnio devido a
producdo de citocinas pro-inflamatérias pelos macrofagos. A diminuigdo da
quantidade de neutrdéfilos apds 24 horas do tratamento com PAMs pode ser devido a
morte de neutréfilos, uma vez que essas células morrem apds a fagocitose de
organismos estranhos. O aumento subsequente provavelmente foi devido ao
estimulo constante da inflamacéo e da acéo de citocinas. Entretanto, apos 7 dias da
aplicacao dos PAMs, a quantidade de neutrdfilos era similar a do grupo controle que
nao recebeu tratamento e a do grupo tratado com SFB, mostrando que a inflamagao
foi temporaria.

Em relagdo aos eosindfilos, também foi observado aumento significativo
dessas células nos grupos analisados de 6 horas a 7 dias ap6s a administragdo dos
PAMs. Os efeitos observados foram devido a presenca dos PAMs, uma vez que 0s
grupos tratados com SFB nado induziram aumento significativo dessas células em
comparagao com o grupo nao tratado. Os eosindfilos estdo envolvidos em muitos
processos alérgicos e na resposta contra a infecgao por helmintos, mas também sao
encontrados em abundancia em infiltrados inflamatérios por serem atraidos por
citocinas proé-inflamatoérias, como a interleucina-5 (Abbas e Lichtman, 2005). Dessa
forma, a presenca concomitante de neutrdfilos e eosindfilos, em quantidades
aumentadas, indica que os PAMs podem causar reacdo inflamatodria, mas esta é
temporaria, uma vez que a quantidade de eosindfilos dos animais analisados apos
15 dias da administracdo dos PAMs era similar a do grupo controle que nao foi
submetido a nenhum tratamento.

Na contagem diferencial de leucécitos do peritdnio foi possivel verificar a
presenca de mastdcitos, células que ndo foram encontradas no sangue circulante.
Os mastoécitos apresentam nucleo pequeno e esférico. O citoplasma € repleto de
granulos espessos que muitas vezes impedem a visualizagdo do nucleo e que
contém histamina, fatores quimiotaticos para eosindfilos, e leucotrienos (Junqueira e
Carneiro, 2004). Neste estudo, foi verificada deple¢cao na quantidade de mastdcitos
peritoneais 12 e 48 horas apds o tratamento com PAMs, mas essas diminui¢gdes nao
foram consideradas significativas e podem ser explicadas pelo aumento na
quantidade de neutrdfilos e eosindfilos nesses mesmos tempos. Entretanto, foi

observada diminuigdo estatisticamente significativa de mastécitos apds 30 dias do
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tratamento com PAMs, que provavelmente ocorreu devido ao aumento das outras
populagdes leucocitarias analisadas. Em 30 dias, as contagem de todos os outros
leucécitos  (linfécitos, macrofagos, neutrédfilos e  eosindfilos) apresentavam-se
levemente acima do grupo controle ndo tratado, o que resultou na diminuigdo de
mastécitos contados.

Os resultados da contagem diferencial de leucdcitos peritoneais demonstram
que a amostra estudada induziu inflamagdo no local da aplicagdo dos PAMSs.
Entretanto, os efeitos foram temporarios, sugerindo que a amostra pode ser

considerada biocompativel sob as condi¢cdes analisadas.

6.5. CONSIDERAGOES SOBRE A AGAO DOS PAMs SOBRE A VIABILIDADE
DAS CELULAS PERITONEAIS

O teste de viabilidade celular € bastante utilizado para estudar a toxicidade de
diferentes compostos. Neste estudo foi utilizado o corante azul de tripan, que reage
com células que apresentam defeitos na membrana, penetrando somente nas
células mortas, corando-as em azul. As células consideradas viaveis apresentam
coloragao amarelo brilhante. Nesta pesquisa, foi verificado o efeito dos PAMs na
viabilidade dos leucécitos peritoneais, dos quais os predominantes sao os
macrofagos e linfocitos.

Os macrofagos, por fazerem parte do sistema mononuclear fagocitario, tém
papel importante na resposta primaria gerada na cavidade abdominal em resposta a
agentes estranhos, como as NPs. A morte de macrofagos demonstrada por
Klckelhaus (2003), que estudou a biocompatibilidade de NPs de ferrita de cobalto
recobertas com citrato, foi proporcional a quantidade de particulas fagocitadas. Na
presenca de particulas estranhas, os macrofagos também sao ativados e produzem
substancias, como Oxido nitrico e espécies reativas de oxigénio, que podem levar a
morte celular.

Neste trabalho, foi observado que a morte das células peritoneais aumentou
em aproximadamente 28% e 15%, apos 24 horas e 15 dias, respectivamente, do
tratamento com PAMs em comparagdo ao grupo controle sem tratamento. Nao foi
verificada nenhuma alteragdo na viabilidade nos grupos tratados com SFB, o que

indica que os efeitos observados nao foram causados pelo diluente utilizado.
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Diferentemente de outros estudos, como os realizados por Lacava et al.
(1999a), Lacava et al. (1999b) e por Kickelhaus (2003), que observaram
aglomerados de NPMs dentro de macrofagos, neste estudo nao foi possivel
visualizar por microscopia de luz a presenga de agregados de NPMs no interior de
macrofagos. Dessa forma, os resultados encontrados nesta pesquisa indicam que a
diminui¢ao da viabilidade dos leucdcitos peritoneais n&o ocorreu pelo rompimento de
macréfagos e neutrofilos. O aumento da morte celular apos 24 horas e 15 dias da
aplicacdo dos PAMSs, apesar de significativo, foi transitério, e possivelmente foi
devido a formagao de espécies reativas de oxigénio que causaram dano ao DNA.

Estudos prévios utilizando PAMs em cultura de células de macréfagos de
camundongos mostraram a baixa toxicidade dessa amostra in vitro (Simioni et al.,
2006). Testes posteriores mostraram que PAMs preparados a partir de um fluido
magnético idnico, com concentracdo de 2,28 x 10'* particulas/cm?®, induziram 70% e
18% de morte em macrofagos in vitro, submetidos ou nao, respectivamente, a
aplicacdo de campo magnético (Simioni et al., 2007). Esses efeitos podem ter sido
devido a alta susceptibilidade magnética dos PAMs e sugerem que essa amostra
pode ser uma boa opgao para aplicagdo da magnetohipertermia, uma vez que nao
ha necessidade de grande quantidade de particulas para causar aumento suficiente
da temperatura para provocar a morte celular.

A diminuigdo da viabilidade das células peritoneais observada neste trabalho
foi temporaria e transitoria, o que corrobora com a idéia de que os PAMs possam ser

considerados biocompativeis nas condi¢des analisadas.

6.6. CONSIDERAGOES SOBRE OS EFEITOS DOS PAMs NAS ANALISES
GENOTOXICA E CITOTOXICA NA MEDULA OSSEA

O teste do micronucleo é um método de estudo estabelecido para identificar
agentes fisicos e substancias quimicas que causam dano cromossdmico, sendo
aceito internacionalmente para a avaliagdo do potencial mutagénico e para o registro
de novos medicamentos (Ribeiro, 2003). Essa avaliagdo é importante uma vez que
danos cromossémicos estdo associados ao aparecimento e progressdo de tumores,
além de influenciarem o desenvolvimento e a reproducgao (Krishna e Hayashi, 2000).

O micronucleo (MN) é um pequeno nucleo, que varia de 5% a 20% do
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tamanho do nucleo original (Krishna e Hayashi, 2000), formado por segmentos
cromossémicos ou cromossomos inteiros durante a divisdo celular. O ensaio de
micronucleo em eritrocitos da medula 6ssea € um método simples para identificacdo
da genotoxicidade a essas células.

Diferentemente das outras anadlises realizadas neste trabalho, o estudo da
genotoxicidade e da citotoxicidade dos PAMs foi realizado somente apds 1, 2, 7, 15
e 30 dias apds o tratamento. A coleta de células da medula éssea, para realizagao
do teste do micronucleo, é realizada comumente entre 1 e 2 dias apds o tratamento
com a droga a ser analisada, uma vez que apds esse tempo a maioria das drogas ja
foi metabolizada. Como os eritrocitos estdo em constante renovagao, os efeitos ja
nao serao observados na medula 6ssea. Entretanto, as NPMs podem permanecer
por longos periodos no organismo, o que justifica a realizagao do teste de MN até 30
dias apos o tratamento com PAMs. Barbosa (2004) e Sadeghiani (2004), por
exemplo, identificaram aumento significativo na quantidade de MNs em eritrocitos
policromaticos (EPCs) até 15 e 30 dias, respectivamente, apdés a aplicagdo de
diferentes NPMs. A realizacdo do ensaio de micronucleo a partir de 24 horas é
devido ao fato que os MNs sdo observados nas células filhas dos eritroblastos apés
a sua divisao, e a formagao dos EPCs ocorre em torno de 20 horas depois. Dessa
forma, a presenga de MNs em EPCs encontrados antes de 24 horas n&o se deve ao
uso da substancia testada.

Durante a eritropoiese normal os eritroblastos se dividem originando células
filhas que, no decorrer da sua maturacao, expulsam o nucleo formando os EPCs,
que possuem grande quantidade de RNA e se coram em roxo pelo corante Giemsa.
Os EPCs, com o passar do tempo, perdem RNA e passam a conter principalmente
hemoglobina, tornando-se eritrocitos maduros chamados de eritrécitos
normocromaticos (ENCs), que se coram em rosa pelo mesmo corante (Krishna e
Hayashi, 2000; Junqueira e Carneiro, 2004). Entretanto, a acdo de substancias
clastogénicas (que quebram cromossomos) ou aneugénicas (que induzem
aneuploidia ou segregacao cromossdmica anormal) pode fazer com que fragmentos
cromossOmicos nao sejam incorporados ao nucleo principal das células filhas apds a
mitose, formando os MNs, que ficam retidos no citoplasma dos eritrocitos (Krishna e
Hayashi, 2000, Ribeiro, 2003).

Neste trabalho, ndo foi verificado aumento estatisticamente significativo na

quantidade de micronucleos em EPCs nem em ENCs em nenhum dos tempos
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analisados, tanto nos animais tratados com PAMs, quanto nos animais tratados com
SFB, em comparagdo com o grupo controle sem tratamento. Além disso, as médias
de micronucleos em EPCs e em ENCs, encontradas nos diferentes tempos apos o
tratamento com PAMs ou SFB, ficaram em torno de 5, o que esta de acordo com
Weaver e Torous (2000), que relataram que a frequéncia de micronucleo em EPCs é
de aproximadamente 6 MNs a cada 2000 EPCs em camundongos nao submetidos a
agentes genotoxicos. Dessa forma, os PAMs n&o mostraram ter agdo genotoxica, o
que indica a biocompatiblidade dessa amostra sob os parametros analisados neste
estudo.

O grupo controle positivo, tratado com ciclofosfamida, foi utilizado para
assegurar que a metodologia utilizada é confiavel. A ciclofosfamida é uma
substancia sabidamente clastogénica e que, por esse motivo, induz a formacao de
MNs. Os animais do grupo controle positivo analisados neste trabalho apresentaram
aumento significativo na quantidade de MNs em EPCs, como era esperado,
demonstrando a genotoxicidade dessa substancia durante as 24 horas de
exposicao. A auséncia de alteragdes significativas na freqiéncia de MNs em ENCs
no grupo controle positivo também era esperada, uma vez que apds 24 horas ainda
nao sao observados ENCs decorrentes da maturacdo de EPCs contendo
micronucleo.

Segundo Ribeiro (2003), é importante também avaliar o percentual de EPC
(%EPC) em relagdo ao total de eritrécitos, com o objetivo de se avaliar a
citotoxicidade na medula éssea. Normalmente, o %EPC varia de 50 a 60%
(Gollapudi e McFadden, 1995), sendo que valores menores que 20% em relagcdo ao
grupo controle indicam citotoxicidade (Ribeiro, 2003). Neste estudo nao foi
verificada diferenga estatistica no %EPC, em nenhum dos tempos analisados, nos
animais tratados com PAMs em comparagdo com 0s grupos controles. Esses
resultados indicam que os PAMs n&o causam alteragc&o da proliferagdo da linhagem
eritrocitaria da medula éssea, ndo sendo considerados citotoxicos. Resultados
diferentes foram encontrados por Kickelhaus (2003), Sadeghiani (2004) e Barbosa
(2004) que verificaram redugao do %EPC apds o tratamento com NPs de ferrita de
cobalto recobertas com citrato, NPs de magnetita recobertas com acido poliaspartico
e NPs de magnetita recobertas com acido glucdnico, respectivamente, sendo que as

alteracdes foram dose e tempo dependente.
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Sabe-se que o0 excesso de ferro pode induzir a formacgao de radicais livres
causando dano oxidativo ao material genético das células. Em um estudo realizado
por Premkumar e Bowlus (2003), foi verificado que camundongos cuja alimentagao
continha excesso de ferro apresentavam aumento na frequéncia de MNs nos
eritrécitos da medula 6ssea. Entretanto, neste trabalho, os PAMs ndo causaram
alteracdo na quantidade de MNs e nem no %EPC, indicando que a diviséo e a
maturagao dos eritroblastos ndo foram afetadas pelo ferro presente na amostra. A
auséncia de genotoxicidade e citotoxicidade apds a administragdo dos PAMs € um
fator importante para estimular futuras pesquisas objetivando aplicagbes biomédicas

dessa amostra.

6.7. CONSIDERAGOES SOBRE A ANALISE HISTOLOGICA

A andlise histolégica € um método imprescindivel para se avaliar a
distribuicao e a biocompatibilidade de diferentes amostras baseadas em NPMs. Por
meio da observagao dos tecidos, € possivel verificar se uma determinada cobertura
promove o direcionamento para um 6rgao especifico, como observado por Chaves
et al. (2002) e Garcia (2005), utilizando NPs de magnetita recobertas com DMSA,
que mostraram direcionamento preferencial para os pulmdes. Além disso, o estudo
dos tecidos permite a verificagdo de possiveis alteracdes teciduais e indugcado de
processos inflamatérios causados pela presenca de NPs.

A cobertura e as caracteristicas da superficie das NPMs sao fatores
relacionados ao maior tempo de circulagdo no organismo e ao acumulo preferencial
em determinados locais. Percebe-se que diversas formulagcdes de NPs se depositam
preferencialmente no figado, bago e outros locais de acumulo de células do sistema
mononuclear fagocitario, dependendo das suas caracteristicas de superficie
(Moghimi et al., 2005; Garnett e Kallinteri, 2006; Vonarbourg et al., 2006). Particulas
gue sao mais hidrofébicas sédo preferencialmente captadas pelo figado, seguido pelo
baco e pulmdes. As nanoparticulas que sdo mais hidrofilicas, em torno de 35 nm de
didmetro, como as preparadas de poli(vinil pirrolidona), mostram menos que 1% de
captacéo pelo bago e figado e, 8 horas depois da inje¢do, mostram 5 a 10% de
particulas ainda circulantes nos vasos sanguineos (Brannon-Peppas e Blanchette,
2004).
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Em trabalhos anteriores utilizando NPMs, desenvolvidos nos laboratério de
Genética e Morfologia da Universidade de Brasilia, diversos érgaos, como figado,
pulmdes, baco, pancreas, rins e cérebro, foram analisados por microscopia de luz.
Entretanto, na maioria dos estudos foi observado que as particulas se acumulavam
preferencialmente no figado, pulmbes e baco (Garcia, 2002; Sadeghiani, 2004;
Brugin, 2007; Portilho-Corréa, 2007), o que levou a escolha desses 6rgaos para
serem analisados neste trabalho. Vale ressaltar, que os org&dos cérebro, rins,
pancreas e corac¢ao também foram coletados e estdo sendo analisados.

Os agregados de NPMs podem ser visualizados pela coloragdo de HE, em
que apresentam cor marrom dourado, e pelo método de Perls, em que os
aglomerados de ferro sdo corados em azul. Neste trabalho, ndo foi possivel verificar
por microscopia de luz, mesmo em aumento de 1000x, a presenga de agregados de
NPMs no figado e nos pulmdes, com excec¢ao de apenas um animal que apresentou
agregados nos pulmdes apos 24 horas do tratamento com os PAMs. Ja o bacgo
possui naturalmente uma grande quantidade de ferro endégeno, o qual se apresenta
corado da mesma maneira que os agregados de NPMs, dificultando a diferenciagéo
desses aglomerados nos animais tratados com os PAMs.

O fato dos PAMs nao terem sido visualizados nos érgaos estudados, com
excegao de um animal que apresentou aglomerados nos pulmdes, sugere que a
albumina, por ser hidrofilica e anibnica, evita ou pelo menos diminui o
reconhecimento pelos fagdcitos. Um dos fatores que sugerem que os PAMs nao
tenham sido fagocitados é o fato deles ndo terem sido visualizados no interior de
macréfagos durante a contagem diferencial de leucocitos do peritbnio,
diferentemente do observado por Kickelhaus (2003), que verificou a presencga de
aglomerados de NPs de ferrita de cobalto recobertas com citrato no interior de
macrofagos peritoneais. Além disso, durante a analise de viabilidade celular nao
foram visualizados aglomerados dentro dos macréfagos, diferentemente das
analises feitas por Brugin (2007) e por Portilho-Corréa (2007).

Essa hipotese esta de acordo com Brannon-Peppas e Blanchette (2004), que
demonstraram a baixa captacdo de NPs hidrofilicas pelo bago e pelo figado, 6rgaos
que apresentam grande quantidade de células mononucleares fagocitarias e,
portanto, permaneceram mais tempo na circulagdo sanglinea. Caso realmente os
PAMs nao tenham se acumulado nos 6érgaos estudados, diferentemente do

observado em estudos utilizando NPMs de diferentes composicbes (Garcia, 2002;
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Garcia, 2005; Barbosa, 2004; Sadeghiani, 2004; Brugin, 2007; Portilho-Corréa,
2007), eles teoricamente estariam mais disponiveis para serem guiados por um
campo magnético externo para um local especifico, por exemplo um tumor, podendo
entdo ser aplicada a técnica de magnetohipertermia para destruicdo mais especifica
das células cancerosas.

Entretanto, a ndo visualizagdo dos PAMs por meio da microscopia de luz, ndo
significa que eles ndo estejam presentes nos 6rgaos analisados. Como as particulas
estudadas apresentam tamanho nanométrico, elas s6 sao visiveis ao microscopio de
luz quando se apresentam aglomeradas. Ao serem fagocitadas pelas células do
sistema mononuclear fagocitario, as NPs perdem sua cobertura e, assim, sua
estabilidade devido a perda da repulsdo estérica, aglomeram e, consequentemente,
precipitam. Aglomerados de particulas apresentam tamanhos que podem dificultar a
fagocitose e a eliminagdo do organismo, induzindo processos inflamatérios que
podem levar ao dano tecidual, além de que, no interior dos capilares, podem
interromper a circulagdo. Contudo, neste estudo foram utilizadas NPs de maghemita
preparadas a partir de um fluido ibnico, cuja estabilidade esta essencialmente
associada a repulsdo eletrostatica. As NPs de maghemita foram preparadas em pH
acido, ficando carregadas positivamente. Assim, mesmo com a perda da cobertura,
€ possivel que as NPMs se repeliram por apresentarem mesma carga de superficie,
evitando a aglomeracéo.

Dessa forma, outra hipétese possivel € de que os PAMs estariam presentes
nos orgaos analisados, mas por ndao serem facilmente reconhecidos por fagécitos
nao teriam perdido sua cobertura e, consequentemente as NPMs n&o se agregaram,
ou a prépria repulsdo eletrostatica das NPMs evitou a aglomeragdo das mesmas,
impedindo, assim, a visualizagdo ao microscopio de luz. A ndo aglomeragao dos
PAMs ¢é uma caracteristica interessante, uma vez que uma das propriedades
desejaveis de amostras biocompativeis € que elas sejam estaveis o suficiente para
nao formarem aglomerados e precipitarem.

Um dos principais fatores que validam essa hipotese € de que na analise do
cérebro dos animais tratados com PAMs, realizada por Cintra (comunicagao
pessoal), foi visualizada a presenga dos PAMs por microscopia eletrénica de
transmissdo (MET) até 30 dias apds a aplicagdo da amostra, porém em alguns
tempos a presenca dos PAMs néo foi revelada quando analisada por microscopia de

luz. A técnica de MET, devido ao seu alto poder de resolugao, permite a visualizagao
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ultraestrutural. Assim, como nao foi possivel visualizar os PAMs no figado e no bago
por meio da microscopia de luz, uma das formas de se determinar a presenca dos
PAMs nesses orgaos e, também, nos pulmdes, seria a analise por microscopia
eletronica de transmisséo (MET).

Outro fator que corrobora com a idéia de que os PAMs poderiam estar
presentes nos 6rgaos analisados, € o estudo realizado por Gong et al. (2004), que
demonstraram que NPMs de albumina podem atravessar o endotélio e se acumular
no figado de camundongos com tumor hepatico. O direcionamento para o figado
ocorreu devido a maior vascularizacdo do tumor e, quando foi aplicado campo
magnético, houve acumulo ainda maior de NPMs no tecido tumoral. Além disso,
segundo Langer et al. (2003), NPs em torno de 100 nm s&o capazes de atravessar
as fenestragdes nos capilares sinuséides do figado, que apresentam tamanho em
torno de 150 a 200 nm (McNeil, 2005), acumulando-se nesse 6rgao. Neste trabalho,
os PAMs apresentavam tamanho médio de 73 nm, o que portanto permite o acumulo
no figado.

Entretanto, € provavel que os PAMs ndo tenham se direcionado
principalmente para o figado, uma vez que em uma pesquisa desenvolvida por
Ogawara et al. (2004), cujos dados corroboram com os relatos de Brannon-Peppas e
Blanchette (2004), foram comparados os efeitos de nanoesferas de 50 nm
recobertas ou nao por albumina. Verificou-se que os hanocompostos recobertos com
albumina permaneciam por longo tempo na corrente sanguinea, mas se
acumulavam pouco no figado, em comparagdo com as nanoesferas sem cobertura,
que eram facilmente reconhecidas pelas células fagocitarias e retiradas do
organismo.

Independentemente da presenga ou ndo dos PAMs no figado e no bacgo,
esses nanocompostos, nas condi¢cdes estudadas, ndo causaram qualquer alteragao
tecidual nesses 6rgaos em nenhum dos animais tratados com PAMs ou com SFB.
Leves infiltrados inflamatorios no figado foram observados em todos os tempos, mas
também eram encontrados nos animais controles que nao receberam nenhum
tratamento.

Embora ndo tenham sido visualizados agregados de NPMs nos pulmdes,
exceto em um animal analisado apds 24 horas do tratamento com PAMs, foi
verificado espessamento dos septos interalveolares em todos os tempos de

tratamento. Barbosa (2004) também identificou espessamento dos septos alveolares
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apods a aplicagao de NPs de magnetita recobertas com acido glucénico, entretanto,
diferentemente deste trabalho, foi possivel a visualizagdo de agregados de NPMs
nos pulmdes. Contudo, nesta pesquisa, o espessamento foi também observado em
todos os tempos apds o tratamento com SFB, indicando que essa substancia causou
alteracbes nos pulmdes. A auséncia de espessamento nos animais que nao foram
submetidos a nenhum tratamento, indica que a ocorréncia dessa alteracado foi
causada pelas substancias injetadas intraperitonealmente nos animais. Apos 30
minutos da aplicacdo dos PAMs ou de SFB, o espessamento ainda era pouco, mas
ja era bastante intenso apés 6 horas e com aumento de infiltrado inflamatério
proximo a vasos e bronquiolos, em comparagdo com 0s animais controle sem
tratamento, que também apresentavam poucos infiltrados inflamatérios e nenhum
espessamento. Entretanto, depois de 12 horas, os animais tratados com SFB
apresentavam menor espessamento dos septos interalveolares e também areas de
aspecto normal, enquanto que nos animais tratados com PAMs foi observado que o
espessamento dos septos atingia areas maiores dos pulmdes em comparagao com
0S animais analisados apds 6 horas do tratamento. Apds 24 horas, foram
visualizados aglomerados de NPMs em apenas 1 animal dos 3 analisados, que
foram confirmados pela coloragdao de Perls, sendo que tais aglomerados estavam
associados a infiltrados inflamatorios proximos a vasos e bronquiolos. Os 3 animais
analisados apos 24 horas apresentavam maior espessamento do que os controles
tratados com SFB estudados apds o mesmo tempo de tratamento, além de
apresentarem grande quantidade de leucdcitos infiltrados. Os animais analisados
apos 48 horas, 7, 15 e 30 dias apds a aplicagao dos PAMs apresentavam algumas
areas com septos espessados e leves infiltrados inflamatérios, similares aos
encontrados nos controles tratados com SFB apdés os mesmos tempos de
tratamento, indicando uma tendéncia de melhora nas alteracbes causadas pela
presenca tanto do SFB, quanto dos PAMs.

Devido aos aspectos observados nos pulmdes, o SFB, utilizado como diluente
dos PAMs liofilizados, causou reacdes que levaram as alteragdes teciduais nesses
orgaos. Entretanto, nos animais tratados com PAMs o espessamento dos septos
alveolares foi mais intenso e duradouro e a quantidade de infiltrados inflamatérios foi
maior em alguns tempos, em comparagdo com o0s animais tratados somente com
SFB. Esses dados indicam que, embora tenham sido visualizados somente em um

animal, os PAMs provavelmente estavam presentes nos pulmdes, de forma nao
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agregada, o que potencializou os dados teciduais causados pelo diluente utilizado. A
visualizagdo de aglomerados de NPMs em um animal apds 24 horas do tratamento
com os PAMs, corrobora com a idéia de que esses nanocompostos nao sao
rapidamente reconhecidos pelas células do sistema mononuclear fagocitario,
permanecendo no organismo por tempo suficiente para atingir o local de interesse.
Os resultados observados na analise histolégica ndo foram conclusivos para
avaliar a distribuigdo dos PAMs no figado, pulmdes e bago. Entretanto, ha indicios
de que essa amostra possa ser considerada biocompativel, uma vez que nao
causou nenhum dano ao figado e ao bago. Em relagdo aos pulmdes, os principais
efeitos prejudiciais foram induzidos pelo SFB, utilizado como diluente dos PAMs
liofilizados. A utilizagdo de outro diluente possivelmente aumentaria a
biocompatibilidade da amostra em relagdo aos pulmdes. As altera¢des significativas
nesses oOrgaos, causadas pela aplicagdo dos PAMs, parecem ter ocorrido
principalmente apds 12 e 24 horas do tratamento, apresentando, portanto, um efeito
temporario, o que é mais um indicativo da biocompatibilidade dos nanocompostos

estudados neste trabalho.

6.8. CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os testes empregados nesta pesquisa sdo comumente utilizados para
investigacdo de NPMs para aplicagdes biomédicas. Os resultados encontrados
demonstram que, sob as condi¢gdes analisadas, os PAMs apresentam varias
caracteristicas que indicam sua biocompatibilidade. As alteracbes observadas na
analise citométrica e na avaliacdo da viabilidade das células peritoneais foram
temporarias, e podem ser consideradas como uma resposta normal a presenca de
materiais estranhos, como as NPs. Além disso, ndo foi verificado qualquer efeito
genotoxico e citotdxico da amostra nos eritrécitos da medula dssea. Entretanto, n&o
foi possivel visualizar aglomerados de NPs nas analises histologicas por microscopia
de luz, exceto nos pulmdes de um animal, impedindo, assim, a avaliagdo da
distribuicdo dos PAMs nos orgaos estudados. Mas, por outro lado, néo foi
evidenciada nenhuma alteragdo histolégica no figado, nem no bago, sendo

observadas alteracbes somente nos pulmdes, decorrentes, principalmente, pelo uso
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do SFB como diluidor da amostra liofilizada. Vale ressaltar, também, que nao foi
observada morte de nenhum animal durante todo o periodo estudado.

Outro aspecto relacionado a biocompatibilidade refere-se a concentracao da
amostra utilizada. Varios trabalhos anteriores mostraram que a ocorréncia de
inflamacao, genotoxicidade, citotoxicidade e alteragdes morfolégicas eram dose
dependente. Neste trabalho, foi utilizada uma concentragdo menor, tendo sido
aplicadas 1,23 x 10" particulas em cada animal, dose aproximadamente 100 vezes
menor do que a utilizada em outras pesquisas com diferentes NPMs (Barbosa, 2004;
Sadeghiani, 2004; Brugin, 2007; Portilho-Corréa, 2007). Contudo, diferentemente de
todas as amostras testadas anteriormente, os PAMs estudados neste trabalho foram
preparados a partir de um fluido magnético ibnico que apresentava alta
susceptibilidade magnética. Dessa forma, ndo ha necessidade de se aplicar uma
grande quantidade de particulas para que haja uma resposta satisfatéria ao campo
magnético, com o objetivo de se realizar a magnetohipertermia. Além disso, a baixa
concentragdo de particulas injetadas diminui os efeitos colaterais, aumentando a
biocompatibilidade da amostra, como foi verificado.

Devido aos resultados encontrados nesta pesquisa, julgamos ser interessante
a analise dos 6rgaos figado, pulmdes e baco pela técnica de microscopia eletrénica
de transmissao (MET), para confirmac&o da suposigdo de que as NPMs n&o foram
visualizadas por microscopia de luz por ndo estarem agregadas. Em conformidade
com essa idéia, amostras desses 6rgaos foram coletadas para realizagao de futuras
analises por MET.

Outra forma de verificar a presenca de NPMs é por meio da técnica de
Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPME), que foi realizada em estudos
anteriores para estudar a biodistribuicdo de NPs de magnetita recobertas com
dextrana (Lacava, 2004), acido poliaspartico (Sadeghiani, 2004) e DMSA (Chaves et
al., 2002; Garcia, 2005). Ja foram realizadas coletas de figado, pulmdes, baco,
pancreas, coragao, rins, cérebro, timo, medula 6ssea e sangue para analise da
biodistribuicdo dos PAMs nesses 6rgaos, em diferentes tempos. Entretanto, por meio
da técnica de RPME é possivel quantificar a presenca de NPMs somente em
concentracdes entre 10'" a 10" particulas/cm®, assim, mesmo presentes em
determinados érgéos, porém em concentragdes abaixo de 10" particulas/cm®, néo
ha emissdo de sinal magnético suficiente para quantificagdo das NPMs. Dessa

forma, estamos buscando outras técnicas que permitam resultados mais precisos
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para analise das amostras ja coletadas, com o objetivo de estabelecermos o padréo
da biodistribuicdo dos PAMs de 5 minutos a 30 dias.

Devido aos resultados positivos encontrados nesta pesquisa e na realizada
por Cintra (comunicagao pessoal) sobre os efeitos dos PAMs, outros estudos serao
desenvolvidos com essa amostra, por acreditarmos na possibilidade do seu uso em
futuras aplicagdes biomédicas. Ha grande interesse na utilizacdo de sistemas
nanoparticulados para entrega de drogas e para indugdo da magnetohipertermia,
especialmente para tratamento auxiliar do cancer. A verificagcdo da
biocompatibilidade dos PAMs, sob as condicbes analisadas neste trabalho, e a
capacidade das mesmas atravessarem a barreira hemato-encefalica, observada por
Cintra (comunicagao pessoal), indicam que os PAMs podem ter importante aplicagéo
em terapias de doengas cerebrais, uma vez que muitas drogas ndo conseguem
atravessar a barreira hemato-encefalica. Dessa forma, os PAMs poderiam ser
utilizados como sistemas carreadores de drogas para tratamento de doengas
cerebrais e até mesmo para tratamento do cancer por meio da magnetohipertermia.
Estudos realizados por Bickel et al. (2001) ja tinham mostrado que a albumina
apresenta grande seletividade para o tecido cerebral, em comparagdo com outros
o6rgaos como figado, coragao e pulmdes, em ratos. Experimentos realizados por
Thole et al. (2002) demonstraram que lipossomas recobertos com polietilenoglicol
associados com albumina bovina atravessaram o endotélio cerebral por endocitose.
O mesmo foi verificado por Lu et al. (2005), utilizando NPs poliméricas conjugadas
com albumina bovina. Dessa forma, pretendemos aprofundar os conhecimentos
sobre a agdo dos PAMSs, realizando estudos em camundongos portadores de

tumores.
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7. CONCLUSOES
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Os resultados obtidos neste estudo, cujo objetivo geral era estudar os efeitos
biolégicos de polimeros de albumina magnéticos (PAMs), aplicados
intraperitonealmente em camundongos fémeas Swiss, permitem concluir que o0s

PAMs suspensos em soro fetal bovino (SFB):

e Induzem ligeiro e temporario processo inflamatério, como constatado pela
contagem global e diferencial dos leucécitos do sangue;

e Provocam aumento temporario de neutréfilos e eosindéfilos peritoneais, células
envolvidas na resposta inflamatéria, sendo provavel que o SFB tenha
contribuido para esse efeito;

e N&o formam agregados dentro de macréfagos e neutréfilos, como verificado
pela andlise das laminas de esfregago peritoneal, o que sugere que a
albumina evitou o reconhecimento por células fagociticas e/ou aglomeragao
das nanoparticulas;

e Causam diminui¢ao temporaria da viabilidade das células peritoneais;

¢ Nao induzem qualquer efeito genotdxico e citotdxico aos eritrocitos da medula
O0ssea, como observado pelo teste de micronucleo e pelo calculo do
percentual de eritrécitos policromaticos, respectivamente;

e Nao se aglomeram, ou por ndo serem fagocitadas e subsequentemente
perderem sua cobertura, ou pelo fato das nanoparticulas de maghemita
preparadas a partir do fluido magnético ibnico continuarem apresentando
repulsdo eletrostatica em meio fisiolégico. A auséncia de aglomerados
impediu a visualizagado das nanoparticulas ao microscopio de luz;

e N&o causam qualquer alteragcdo na histologia do figado e do bago,
independente de estarem ou ndo presentes nesses 0rgaos;

e Causam espessamento dos septos interalveolares e de infiltrados
inflamatorios nos pulmdes. Entretanto, esses efeitos prolongados foram
induzidos, principalmente, pelo SFB utilizado como diluente;

e Podem ser considerados biocompativeis, nas condi¢gdes estudadas, com

potencial significativo para aplicagdes biomédicas.
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