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RESUMO

Os materiais magnéticos tém despertado crescente interesse na &rea biomédica. Dentre eles,
fluidos magnéticos (FM) ou magnetolipossomas (ML) constituidos a partir de nanoparticulas
magnéticas (NPM) tém sido propostos como carreadores de drogas, para separacdo de células,
diagndstico in vitro ou in vivo e para o tratamento de diversas patologias, entre as quais a
Pbmicose, doenga com acometimento pulmonar grave. A anfotericina B € um antifngico Util no
tratamento da Pbmicose, mas gera nefrotoxicidade e requer longo periodo de tratamento, fatores
que levam o0 paciente a interromper o tratamento. NPM recobertas com é&cido
dimercaptossuccinico (DMSA) tendem a se acumular no pulméo, e foram associadas com a
Anfotericina B (FM-AnfoB), para constituir um sistema carreador do farmaco para o pulméo e
tratamento da Pbmicose, minimizando os graves efeitos colaterais da Anfotericina B livre
(AnfoB). FM-AnfoB apresenta também um sistema de liberagdo controlada para diminuir o
nimero de injecBes administradas no tratamento. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
bi compatibilidade/toxicidade da amostra FM-AnfoB e comparé-la aos da AnfoB. O experimento
foi realizado de 12 horas até 80 dias de tratamento com FM-AnfoB, AnfoB e tampéo PBS, como
controle. As amostras ndo induziram alteracbes no peso corpéreo. FM-AnfoB causou menos
estresse, mas mudancgas comportamentais e morte apés 70 dias. A analise citométrica mostrou
que ambas amostras induziram pegquenas e tempordrias ateraces nas popul agdes leucocitarias do
sangue e do peritdnio, mas FM-AnfoB causou leucopenia mais branda que AnfoB. As amostras
ndo causaram alteracBes nos niveis enzimaticos que indiquem hepato ou nefrotoxicidade. No
tratamento de maior duracéo, AnfoB gerou alteragdes nos niveis séricos da enzima alanina amino
transferase, sugerindo que o tratamento mais longo pode ocasionar danos hepéticos. O teste de
exclusdo de nigrosina mostrou que a viabilidade das células peritoneais foi pouca afetada pelos
tratamentos. O Unico valor menor que 90% foi visto no tratamento por 80 dias com FM-AnfoB.
O teste de micronucleo mostrou que AnfoB causou genotoxicidade tanto em EPC quanto em
ENC, enquanto o mesmo néo foi observado com FM-AnfoB e também que s6 FM-AnfoB causou
citotoxicidade nas células da medula 6ssea, tanto no inicio quanto no final do experimento. A
analise histol 6gica mostrou aglomerados de nanoparticulas no figado, bago e pulm&o, auséncia de
danos no baco, processos inflamatérios mais severos nos rins e figado pela amostra AnfoB,
espessamento maior das paredes alveolares pela amostra FM-AnfoB e direcionamento
preferencial das NPM para os pulmdes. Os resultados foram particularmente especiais porque
mostraram ser plausivel a aplicacdo de até 23 injecdes de FM-AnfoB sem efeitos severos. Em
conclusdo, amostra FM-AnfoB € biocompativel, 6rgéo especifica pode ser usado como carreador
da anfotericina B, visando o tratamento da Pbmicose diminuindo, em muitas circunstancias, os
efeitos colaterais da anfotericina B livre, evidenciando os beneficios dos farmacos
nanoestruturados.

Palavra-Chave: Nanotecnologia, nanotoxicologia, sistema de entrega de droga, nanoparticulas
magnéticas e Anfotericina B.



ABSTRACT

Magnetic materials present an increasing interest in the biomedical area. Among them, magnetic
fluids (FM) and magnetoliposomes (ML) are constituted by magnetic nanoparticles (NPMs) and
have been proposed as drug carriers, for cells separation process, in vitro and in vivo diagnosis,
and also for the treatment of several pathologies, such as Paracoccidioidomycosis (PCM), a
disease with severe pulmonary injuries. Amphotericin B is a useful drug for the treastment of
PCM, but it induces nefrotoxicity and needs a very long time treatment. These facts are
responsible for the patient treatment interruption. NPMs coated with dimercaptosuccinic acid
(DMSA) tend to accumulate in the lungs. These NPM sample were associated with Amphotericin
B (FM-AnfoB) to constitute a drug carrier system to the lungs able to treat PCM with less severe
collateral effects than the free Amphotericin B (AnfoB). FM-AnfoB also presents a controlled
liberation system that decreases the necessary number of injections administered in the treatment.
This work had the aim of evaluating the biocompatibility/toxicity of the sample FM-AnfoB.
Further, it also intended to compare the FM-AnfoB and AnfoB effects. Experiments were
performed from 12 hours until 80 days after treatment with FM-AnfoB, AnfoB, or PBS, as
control. Samples did not induce aterations in the body weight. FM-AnfoB caused less stress, but
death after 70 days treatment. Cytometry analysis showed that both samples induced few and
temporary alterations in both blood and peritoneum leucocyte populations. However, FM-AnfoB
caused slighter leucopeny than AnfoB. Samples did not cause alterations in the blood enzyme
levels that could indicate hepatotoxicity or nefrotoxicity. In the longer treatment, AnfoB induced
changes in the serum levels of enzyme alanin amino transferase, suggestin that longer treatment
may induce hepatic damage. The nigrosin exclusion test showed that the viability of peritoneal
cells was dightly affected by the treatments. The only value less than 90% was seen in the 80
days treatment with FM-AnfoB. Micronucleus test showed that AnfoB caused genotoxicity in
both polychromatic and normochromatic erytrocytes. However, FM-AnfoB did not present this
effect. However FM-AnfoB was the only to induce cytotoxicity to bone marrow cells, at the
beginning and at the end of the experiment. Histology analysis showed NPM clustersin the liver,
spleen and lungs, no damage to the spleen, more severe inflammatory process in the livers and
kidney of AnfoB treated animals, more enlargements of alveolar walls by the FM-AnfoB sample,
and also preferencial target of NPM to the lungs. Results were particularly special because
evidenced that is possible to administrate until 23 injections of FM-AnfoB without severe effects.
In conclusion, the FM-AnfoB sample is biocompatible, organ-specific, and may be used as an
Amphotericin B carrier. Further it can perform the PCM treatment decreasing the observed
colateral effects of the free Amphotericin B, thus evidencing the great potencial of nanostructured
drugs.

K ey words - Nanotechnology, nanotoxicology, drug delivery system, magnetic nanoparticle, and

anphotericin B.



LISTA DE ABREVIATURAS

ALT Alanina aminotransferase

AnfoB AnfotericinaB livre

DMSA Acido dimercaptossuccinico
EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético
ENC Eritrécitos normocromaticos

EPC Eritrocitos policromaticos

FA Fosfatase alcalina

FM Fluido magnético

FM-AnfoB FM a base de nanoparticul as de maghemita recobertas com DM SA e associadas a
AnfotericinaB

GGT Gama-glutamiltransferase

HVET Hospital Veterinério da Universidade de Brasilia
MALT Tecido Linfoide Associado a Mucosa

ML M agnetolipossomas

MN Micronucleo

NPM Nanoparticulas magnéticas

PBS Solucdo salinatamponada por fosfato



SUMARIO

1INTRODUCAO

1.1 Nanotecnologia

1.2 Nanotoxicologia

1.3 Sistema de entrega de droga

1.4 Paracoccidioidomicose

1.5 Anfotericina B

20BJETIVO

3MATERIAL E METODOS

3.1 Amostra

3.1.1 AnfotericinaB

3.1.2 Material magnético

3.2 Animais

3.3 Tratamentos

3.4 Contagem global

3.5 Contagem diferencia das células do sangue periférico
3.6 Exames bioquimicos

3.7 Contagem diferencial das células peritoneais
3.8 Viabilidade de Células peritoneais

3.9 Ensaio de micronucleo

3.10 Analise Histol 6gica

3.11 Andlise Estatistica

4 RESULTADOS

4.1 Andlise dos aspectos clinicos e peso corporal dos animais tratados
4.2 Andise Citométrica

4.2.1 Contagem Global de Leucdcitos

4.2.2 Neutrdfilos

4.2.3 Eosindfilos

4.2.4 Linfocitos

11
12
12
13
16
17
19
21
22
22
22
22
23
24
25
25
26
26
27
28
29
30
31
31
31
33
34
34



4.2.5 Monécitos

4.2.6 Basofilos

4.3 Exames bioquimicos

4.3.1 Alanina Amino Transferase (ALT/GPT)
4.3.2 Fosfatase Alcalina (FA)

4.3.3 Gama GT (GGT)

4.3.4 Uréiasérica

4.3.5 Creatinina sérica

4.4 Contagem Diferencial de Células Peritoneais
4.4.1 Neutrofilos

4.4.2 Eosindfilos

4.4.3 Linfocitos

4.4.4 Macrofagos

4.4.5 Basofilos

4.5 Viabilidade de células peritoneais

4.6 Ensaio de micronucleo

4.6.1 Avaliacéo da genotoxicidade de AnfoB e FM-AnfoB
4.6.2 Avaliacéo da citotoxicidade de AnfoB e FM-AnfoB
4.7 Andlise Histol6gica

4.7.1Rim

4.7.2 Baco

4.7.3 Figado

4.7.4 Puiméo

5DISCUSSAO

5.1 Consideracdes sobre a amostra e o tratamento
5.2 Consideracfes sobre a andlise citométrica

5.3 Consideragdes sobre os exames bioquimicos

5.4 Consideragtes sobre a contagem diferencial de células peritoneais
5.5 Consideractes sobre a viabilidade de células peritoneais

5.6 Consideracfes sobre o ensaio de micronulcleo

5.7 Consideragtes sobre a andlise histolgica

36
37
38
38
39
41
42

E K

47
48
50
51
53

56
57
58
66
71
77
82
83
85
87
91
92
93
95



6 CONCLUSAO 08
REFERENCIAS 100
ANEXOS 111



1INTRODUCAO



12

1.1 Nanotecnologia

A nanotecnologia, muitas vezes descrita como uma revolucdo tecnol égica, combina ato
investimento, rdpido progresso cientifico, altas recompensas financeiras [2] e comercializacdo
exponencialmente crescente, tendo assim um impacto significativo na sociedade nas proximas
décadas [1]. Permite a criagdo e utilizacdo de materiais, dispositivos e sistemas em escala
nanométrica, possibilitando o controle de estruturas a nivel molecular pela manipulagdo &omo
por &omo, com habilidade e precisdo. O prefixo “nano” significaa bilionésima parte de algo e se
refere usualmente a estruturas com tamanho menor que 100nm [2-6]. Nanoparticulas estéo
contidas em produtos cosméticos disponibilizados pelo mercado farmacéutico, estdo presentes na
composic¢ao de diversos produtos de limpeza, na producéo de espelhos e paredes exteriores [6].
Podem, na verdade, ser aplicadas nas mais diversas areas como, informética, engenharia, fisica,
guimicae biologia.

Apesar da multidisciplinaridade da nanotecnologia, a &rea de pesquisa com crescimento
mais expressivo é a da ciéncias da vida [2], sendo entdo conhecida pelo termo nanobiotecnologia
[7]. A nanobiotecnologia possibilita mdiltiplos usos, como os sistemas de entrega de droga,
direcionamento especifico a uma determinada célula, diagnostico e tratamento de doencas, sendo
desta forma, promissora nas aplicacbes clinicas [4, 8]. No diagnostico, podera prover
informagdes sobre uma determinada doenca utilizando biomarcadores eficientes e nos sistemas
de entrega de droga, entender os mecanismos de acdo de farmacos, permitir a descoberta de
novas drogas e direcionar farmacos de maneira eficaz [8].

Dentre os inimeros materiais nanoestruturados com grande potencial na area biomédica,
as nanoparticulas magnéticas (NPM) estdo sendo testadas como possiveis agentes de contraste de
imagem de ressonancia magnética (MRI) e como carreadores de drogas [9].

1.2 Nanotoxicologia
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Os avancos atuais em nanotecnologia conduziram ao desenvolvimento de um novo
campo, a nanomedicina, que inclui aplicacbes de nanomateriais e nanodispositivos para
diagndstico e como agente terapéutico [10]. Os beneficios potenciais para aplicagdo clinica de
nanomateriais incluem a especificidade de agcdo, a possibilidade de carreamento de agentes
terapéuticos e outras multiplas fungdes. E importante frisar que para o entendimento e aplicacio
clinica dos nanomateriais, estudos de toxicidade e biocompatibilidade séo necessarios [1].

A aplicacdo de particulas com didmetros menores que 100nm incita vérias discussdes em
relacdo a avaliacdo toxicoldgica [11], em especial devido ao fato de que caracteristicas inerentes
as particulas com diametros diferentes, porém com a mesma composi¢cdo, podem também
interferir na biocompatibilidade desses materiais. Exemplifica esta observacéo o trabalho de
Bermudez et a. (2004) que avaliou ainalagdo de particulas de Oxido de titdnio com didmetro de
20 nm em roedores, verificando que estas induzem maior impacto nos pulmdes dos animais
tratados do que quando expostos as particulas de mesma composicdo e didmetro em escala
micrométrica[12].

Preocupacfes em relagdo a seguranca do uso de nanoparticulas com finalidade terapéutica
dédo lugar a estudos que permitem determinar a natureza e extensdo dos eventos adversos
causados por esses materiais. 1sso possibilita o desenvolvimento de agentes terapéuticos e
medicina individualizada, termo que denota tratamento e prescricéo terapéutica especifica para
cada paciente, também denominado como terapia individuaizada [13], sendo uma aplicagédo

nanobi otecnol 6gica para o futuro [8].

1.3 Sistemas de entrega de droga

Nos ultimos tempos, a descoberta de novas drogas foi muito importante para a inovagao
farmacéutica, mas a necessidade de drogas acangarem o local de ag&o parecia ser negligenciada.
Atualmente, porém, a superacdo de barreiras bioldgicas no local de acdo da droga e as vias de
administragdo séo reconhecidas como desafios crescentes do processo de desenvolvimento de

formas farmacéuticas, os quais podem ser vencidos por meio de uma ciéncia adequada. Neste
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sentido, a industria farmacéutica comecou a reconhecer a importancia de pesguisas, tendo os
interesses agora voltados para busca de solucdes de entrega de droga [ 14].

Em 1965, um filme de ficgdo cientifica baseado no livro de Issac Asimov, Fantastic
Voyage, descreveu sobre a miniaturizagéo de dispositivos e especificidade de tratamento, uma
idéia que se torna aplicavel ultimamente [15], visto que a nanobiotecnologia possibilita a
utilizacdo de dispositivos em escala nanométrica [8].

Essa tecnologia possibilita o melhoramento dos perfis farmacol 6gicos de muitas classes
de moléculas terapéuticas a partir do desenvolvimento de novos e eficientes sistemas de entrega
de drogas [16]. Algumas estratégias tém sido desenvolvidas para aperfeicoar 0 processo de
especificidade de entrega de drogas possibilitando o carreamento para células doentes, reduzindo
potenciais efeitos colaterais, aumentando dessa forma, a eficécia terapéutica e melhorando
aspectos como baixa solubilidade da droga e instabilidade [17, 18].

Os efeitos colaterais sdo, as vezes, tdo prejudiciais quanto a propria doenca que se quer
tratar [15] e muitas drogas descobertas no passado ndo puderam ser utilizadas em pacientes
devido aos efeitos secundarios severos. Atualmente, o mercado farmacéutico ja disponibiliza
produtos que utilizam a nanotecnologia a fim de aprimorar a entrega do farmaco para sitios
especificos e reduzir os efeitos colaterais. Um exemplo é o Abraxane™, que contém paclitaxel
ligado a nanoparticul as de albumina em suspensdo, e foi aprovado para o tratamento de cancer de
mama metastatico apds tratamento com quimioterapia sem sucesso ou em casos de reincidéncia
[18]. Aliados a essas caracteristicas favoraveis, essa formulagéo possibilitou também a superacéo
de problemas de solubilidade do Paclitaxel [8].

A nanobiotecnologia permite a aplicacdo de vérios tipos de materiais nanoestruturados
como sistemas de entrega de drogas que além de serem habeis para carrear para alvos especificos
um ou mais agentes terapéuticos capazes de reconhecer estruturas, sdo também utilizados em
diagndsticos por imagem e para o tratamento de varias doencas [19]. Os nanomateriais podem ser
funcionalizados com peptideos, proteinas, acido nucléico, anticorpos e drogas, aprimorando a
entrega para células [16].

Alguns sistemas de entrega de droga incluem os dendrimeros que representam uma classe
de polimeros caracterizada por uma estrutura bem definida com ato grau de uniformidade
molecular. Possuem muitas possibilidades de aplicacdes, porém € esperado como uma nova

geracao de sistema de entrega de droga [20].
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Os lipossomas também tém sido utilizados como carreadores de drogas em lugar do
sistema convencional de dose que implica na administracdo de mdltiplas doses durante o
tratamento a fim de manter a concentragdo sanguinea do farmaco na faixa terapéutica. Esse tipo
convenciona de administragdo, no entanto, possibilita oscilagdes da concentragdo, atingindo a
faixa subterapéutica e também a faixa toxica, o que ndo é desgjado para um tratamento eficaz. O
sistema de entrega de drogas apresenta vantagens as quais incluem a habilidade de proteger
drogas de degradacdo, carreamento especifico da droga para um determinado local, dose
terapéutica suficiente para tratamento e reducéo de efeitos colaterais. O desenvolvimento desses
sistemas lipossomais € limitado, entretanto, devido a problemas como baixa eficiéncia de
encapsulacdo, liberacdo rapida de drogas solUveis em agua na presenca de componentes do
sangue e baixa estabilidade [18].

Em aguns casos, nanoparticulas sGo mais eficientes como carreadores de drogas que
lipossomas por possuirem maior estabilidade [21, 22] e propriedades para controle de liberacéo
mais Util, e por conferir maior seguranca e especificidade. Por essas razfes muitas drogas sao
associadas com nanoparticulas [18] que podem ser incluidas em polimeros, biodegradaveis ou
ndo, cujo tamanho varia preferencialmente de 10 a 100 nm. [18].

Os polimeros séo utilizados amplamente para melhorar a solubilidade na agua, diminuir a
toxicidade, aumentar a permeabilidade, proteger de possivel degradacdo enziméticaou hidrélise e
aumentar a entrega especifica de drogas [20]. O método de sintese envolve a dissolucéo da droga
e encapsulacdo no interior de uma matriz polimérica. De acordo com esse processo podem ser
classificados como nanoesferas ou nanocdpsulas [22]. Permitem também o controle de liberacdo
de droga em sistemas vivos [18]. Nanocapsulas sdo sistemas vesiculares na qual a droga é
limitada a cavidade, cercada por membrana polimérica enquanto que nanoesferas sdo sistemas em
que adroga esta dispersa uniformemente na matriz polimeérica[22].

Em particular, as nanoparticulas magnéticas (NPM) sdo boas candidatas como agentes de
entrega de droga. Estas podem ser concentradas no local da doenca, utilizando um campo
magnético externo, dessa forma reduzindo efeitos colaterais e possibilitando eficiéncia do
tratamento [23, 24] parainimeras patologias, como o cancer e a paracoccidioidomicose.

Para que possam ter finalidade biomédica, as NPM devem ser recobertas com substancias
gue as facam estavels, biodegradaveis, ndo-toxicas em meio fisioldgico e capaz de se ligarem a

moléculas biolégicas complexas [25, 26]. Varias amostras tém sido testadas pelo grupo de



16

pesquisa “ Interacdes biolbgicas e biomateriais’ [27], sendo os resultados 0os mais variados, tanto

em termos de biodistribuicéo, quanto nos aspectos de biocompatibilidade/toxicidade.

1.4 Par acoccidioidomicose

O fungo Paracoccidioides brasilienses é o agente etiol6gico da paracoccidioidomicose
(Pbmicose), a micose sistémica de maior prevaléncia na América Latina [28], sendo o Brasil, a
Venezuela e Colémbia, os paises de maior incidéncia da doenca[29].

A Pbmicose é caracterizada por ser uma doenga de evolucdo cronica e de padréo
granulomatoso [30, 31, 32], que envolve principalmente os pulmdes, visto que a infecgdo inicia-
se por inalacdo do fungo que alcanca o epitdlio alveolar pulmonar e dissemina a varios érgaos e
sistemas [30, 31, 32]. O desenvolvimento da doenca esta associado principalmente a resisténcia
do hospedeiro e aviruléncia do fungo [33, 34].

No adulto, a forma clinica predominante € a cronica, mas quando acomete criangas ou
adolescentes apresenta-se na forma aguda ou subaguda. Quando n&o diagnosticada e tratada
oportunamente, pode levar a formas disseminadas graves e letais, com rapido e progressivo
envolvimento dos pulmdes, tegumento, ganglios, bago, figado e o6rgdos linféides do tubo
digestivo [29, 35].

O grande fator de risco para aquisicdo da infeccdo sdo as profissdes ou atividades
relacionadas a0 mangjo do solo contaminado com o fungo, como por exemplo, atividades
agricolas, terraplanagem, preparo de solo, praticas de jardinagens, transporte de produtos
vegetas, entre outros. Em todas as casuisticas, observa-se que a grande maioria dos pacientes
exerceu atividade agricola nas duas primeiras décadas de vida, tendo nessa época provavel mente
adquirido a infeccéo, embora as manifestaces clinicas tenham surgido muitos anos depois [29,
35].

A duragdo do tratamento tem relagdo com a gravidade da doenca e ao tipo de droga
utilizada. Usualmente, o tratamento € de longa duracdo, para permitir o controle das
manifestacdes clinicas da micose e evitar as recaidas. A anfotericina B (1mg/kg/dia) € uma das

drogas de escolha para o tratamento de casos graves [35].
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1.5 Anfotericina B

Uma das metas mais ambiciosas no estudo de sistemas de entrega de droga € desenvolver
uma terapia especifica que permitird concentragcbes nos locais de instalagdo das doencas e
reducdo dos efeitos colaterais [36]. Atualmente muitos estudos estdo sendo desenvolvidos para
aperfeicoar a entrega da Anfotericina B e reduzir seus efeitos toxicos.

A anfotericina B € um antibiotico macrolideo poliénico usado no tratamento de infeccdes
micoticas [37]. Embora segja, atuamente, o antifingico que provoca menor resisténcia e drjs
requerido em casos de micose sistémica grave, seu uso € limitado devido a alta toxicidade que
gera. O mecanismo de agdo esta baseado na alta afinidade com esterdis de membrana celular
[38], ergosteral e colesterol, com os quais forma complexos [39]. Tais complexos formam poros
na membrana, permitindo a perda de ions e moléculas pegquenas da célula, alterando o equilibrio
i6nico e morte celular [40-43].

Apesar da afinidade deste antibidtico ser maior para ergosterol [44], presente na
membrana dos fungos, do que para colesterol, os poros sdo também formados nas células do
hospedeiro, o que explica a alta toxicidade da anfotericina B [45]. Essa caracteristica, somada a
sua baixa solubilidade em &gua, limita a aplicacdo deste medicamento.

A anfotericina B exibe duas toxicidades principais. toxicidade aguda ou relacionada a
infusdo, como calafrios e hipotensdo, e toxicidade renal cronica fregiente (nefrotoxicidade). Os
efeitos colaterais relacionados com o0 uso sdo, entre outros, ndusea, febre, nefrotoxicidade e dano
hepatico [38].

A incidéncia de nefrotoxicidade é alta, variando entre 49% e 65% [46, 47]. E definida, na
maioria dos estudos, por duplicacéo dos niveis de creatinina, associada com vasoconstricao que
causa isquemia e por interacdo direta com a membrana das células epiteliais, causando
deficiéncia tubular [46]. E a causa de hospitalizacio prolongada e aumenta a mortalidade,
especialmente em pacientes com necessidade de hemodidlise [47].

Recentes avancos em tecnologia de entrega de droga tém resultado no desenvolvimento

de formulagdes lipidicas de anfotericina B. Depois de muitas tentativas para reduzir a toxicidade
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de anfotericina B usando lipossomas, emulsdes e outros sistemas, trés formul acdes lipidicas estdo
comercia mente disponiveis como Abelcet®, complexo lipidico, Amphotec®, dispersio coloidal e
Ambisome®, anfotericina B lipossomal [36]. Essas formulagBes menos téxicas podem ser
administradas em doses maiores, sendo, portanto, mais efetivas [36]. Porém, o custo do
tratamento com anfotericina B lipossomal é muito alto, o que limita seu uso clinico. O modelo
mais aceito € a tentativa de aumentar a especificidade e reduzir a atividade toxica deste agente
nas células do hospedeiro [38].

Sistemas eficazes para entrega de droga em um alvo especifico podem ser desenvolvidos a
base de nanoparticulas. Estudos prévios mostraram que nanoparticulas magnéticas recobertas
com DMSA tendem a acumular-se no pulméo [48]. Se forem associadas com anfotericina B
poderiam representar um sSistema ideal para o tratamento da forma crbnica da
Paracoccicioidomicose que acomete os pulmdes. Esta nova formulacgo de anfotericina B ser4
testada in vivo para avaliagdo da biocompatibilidade e de biodistribuicdo em varios 6rgéos de
camundongos.

Considerando (1) que o fungo Paracoccidioides brasiliensis é agente etiolégico da
Pbmicose, a micose sistémica de maior prevaléncia na América Latina, (2) que o tratamento é de
longa duracdo e os sérios efeitos colaterais levam ao abandono do tratamento; (3) que as NPM
recobertas com DMSA sdo direcionadas preferencialmente para os pulmdes, principal avo da
Pbmicose e que se associadas ao antifungico Anfotericina B (FM-AnfoB), poderiam ser
utilizadas como carreadores do farmaco, (4) que os carreadores concentram o farmaco no local de
interesse, minimizando os efeitos colaterais associados com a administracdo da anfotericina B,
(5) que FM-AnfoB pode representar um tratamento mais eficaz da Pbmicose; e ainda (6) que a
amostra FM-AnfoB € uma nova formulacdo nanoestruturada e deve ter seus efeitos conhecidos e
comparados aos da AnfoB, o objetivo deste trabalho é avaliar sua biocompatibilidade/toxicidade
e biodistribuicdo que evidenciem seu potencial como sistema entregador de drogas para 0s

pulmdes.
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Os objetivos deste estudo compreendem:

Avaliar aspectos clinicos e comportamentais dos animais apds o tratamento;

Avaliar aintensidade e durabilidade de processo inflamatério induzido pelas amostras por
meio da citometriatotal e diferencial do sangue periférico e periténio;

Avaliar os efeitos de AnfoB e FM-AnfoB sobre as fungdes renal e hepatica, por meio de
exames bioquimicos;

Avaliar os efeitos de AnfoB e FM-AnfoB sobre a viabilidade de células peritoneais,
Avaliar o potencial genotoxico e citotoxico das amostras AnfoB e FM-AnfoB sobre as
células da medula 0ssea, por meio do ensaio de micronucleo;

Avaliar efeitos nos tecidos, distribuicdo pelos 6rgaos figado, baco, rins e pulmdes e

direcionamento da FM-AnfoB, por meio da analise histoldgica.



3MATERIAL E METODOS
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3.1 Amostras

3.1.1 Anfotericina B

A anfotericina B livre utilizada foi a Anforicin B®, po lidfilo injetavel 50mg, do
laboratério Cristdlia. Foi administrada 2mg/Kg/dia de solucéo, preparada com anfotericina B em

agua parainjecdo estéril, sendo esta utilizada como veiculo.

3.1.2 Material magnético

A amostra magnética utilizada denominada FM-AnfoB foi gentilmente cedida pelo Dr.
Anténio Cléudio Tedesco do grupo de Fotobiologia e Fotoquimica (FFCLRP/USP). E constituida
por nanoparticulas de maghemita recobertas com DM SA e associadas com anfoterina B (Sigma
Aldrich). A amostra apresenta um sistema de liberagdo controlada, para um periodo de 3 dias de
acordo com estudos prévios realizados pelo grupo de Fotobiologia e Fotoquimica da
FFCLRP/USP. O diametro médio das particulas era de 10nm e a concentracéo de nanoparticulas
magnéticas e anfotericina B era respectivamente de 3,4x10* nanoparticulas/mL e 120ug/100uL .
Para haver correspondéncia com a dose de anfotericina B livre administrada diariamente
(2mg/kg/dia), a amostra FM-AnfoB era administrada a cada 3 dias em dose de 6mg/Kg por

animal.

3.2 Animais



23

Os animais utilizados eram camundongos fémeas da linhagem Swiss, ndo i1sogénicos,
fornecidos pelo biotério da FFCLRP, USP, Ribeirdo Preto, SP. Os animais foram mantidos no
Biotério do Laboratério de Genética da UnB, com temperatura controlada (25°C) e ciclo
claro/escuro com duracdo de doze horas cada, recebendo ragdo balanceada e agua “ad libitum”,
no decorrer do experimento. Os animais permaneceram 10 dias consecutivos no laboratdrio, antes

dos experimentos, para sua adaptacdo ao novo ambiente.

3.3 Tratamentos

Foram utilizados trés grupos de animais que receberam, via intraperitoneal, por 12, 24

horas, 7, 15, 30 ou 80 dias, 0s seguintes tratamentos.

1) Grupo controle (n=3) recebeu 160uL de PBS estéril, diariamente, durante todo o tempo

experimental;

2) Grupo tratado (n=6) com 160pL de Anforicin B® (2mg/kg/dia), diariamente, durante todo o

tempo experimental;

3) Grupo tratado (n=6) com 160uL da amostra contendo nanoparticulas magnéticas e anfotericina

B (FM-AnfoB), na concentracdo de 6mg/kg do farmaco, a cada trés dias do tempo experimental.

Para a realizacdo de todo experimento foram utilizados 96 animais. A quantidade de
nanoparticulas, Anfotericina B e doses administradas em cada grupo e tempo de tratamento estdo
relacionadas na tabela 1. Cabe ressaltar que o tempo de meia-vida da anfotericina B livre é de 7-
15 dias, portanto a concentragdo da droga no organismo em cada tempo néo é cumulativa.

Os animais foram sacrificados 12 e 24 horas, 7, 15, 30 e 80 dias ap0s os tratamentos.
Durante os experimentos foram também observados nos animais. aspectos clinicos (ocorréncia de
diarréia, hemorragia, vémito) e o peso corporal médio foi medido no inicio e término do

tratamento. Os animais foram previamente anestesiados com Eter Etilico — P. A. (Vetec), para
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realizar a coleta de sangue por puncdo cardiaca. Posteriormente, foram sacrificados utilizando a

técnica de deslocamento cervical, para completar a coleta dos materiais necessarios.

Tabedla 1; Detalhamento do tratamento dos animais.

Grupos de Tempos

Tratamento

12 horas 24 horas  7dias 15dias 30dias 80 dias

Anforicin B®  AnfoB (ug) 64 64 448 960 1920 5120
Administracdes 1 1 7 15 30 80
(doses)

FM-AnfoB NP (x 10%) 0,54 0,54 1,63 2,72 5,44 14,7
AnfoB (ug) 192 192 576 960 1920 5184
Administractes 1 1 3 5 10 27
(doses)

(AnfoB — Anfotericina B, NP - Nanoparticul as)

3.4 Contagem global

O material de coleta e armazenamento de sangue foi previamente tratado com solucéo de
EDTA, a fim de evitar a coagulacdo do sangue a ser analisado. Dos animais anestesiados com
éter etilico, foram coletados 20uL de sangue do coragdo que, a seguir, foram colocados em um
tubo Eppendorf contendo 380uL de liquido diluidor, Turk. Constituido de acido acético e azul de
metileno a 1% diluidos em &gua destilada, o liquido diluidor promove a lise das hemécias,
facilitando a contagem dos leucdcitos. Apds homogeneizacdo por 2 minutos, uma aliquota de
10uL foi colocada em camara de Neubauer, esperando-se 1 minuto para permitir a sedimentacdo
dos leucdcitos. A contagem de leucdcitos foi realizada em microscopio de luz com objetiva de
40x, quantificando-se todas as células presentes nos quatro reticulos externos da cadmara de
Neubauer. A contagem erarealizada em forma de “L”, nas limitagbes dos quadrados menores de
cadareticulo, paraevitar dupla contagem de leucdcitos.

Foi aplicada a seguinte formula, para determinar o nimero de leucdcitos totais:
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NC de leucdcitos/ mm? = n° de leucdcitos nos 4 reticulos x 50

3.5 Contagem diferencial das células do sangue periférico

O sangue foi obtido por puncdo cardiaca e colocado em uma lamina (lavada, seca e
identificada) e com o auxilio de outra lamina inclinada a 45°, a lamina extensora, foi realizada a
distensdo da gota.

ApoGs periodo de 24 horas, necessario para que o material seque, as laminas foram fixadas
em metanol durante cinco minutos, coradas com Wright Giemsa por quatro minutos, lavadas com
solucdo tampdo de fosfato por trés minutos e, para finaizar, lavadas em agua corrente e secas.
Para cada animal foram preparadas duas |aminas.

A andlise foi realizada em microscopio de luz com objetiva de imersdo (100x), em teste
cego. Em cada lamina foram contadas 500 células para determinacdo da freqiéncia das

popul agdes de linfacitos, mondcitos, neutrofilos, eosindfilos e basofilos.

3.6 Exames bioquimicos

Para dosar enzimas e metabdlitos, aproximadamente 1 mL de sangue foi coletado por
puncdo cardiaca, 0 plasma foi separado e armazenado em tubo préprio para coleta. O material de
coleta e armazenamento foi previamente tratado com solugdo de EDTA.

As amostras foram mantidas a temperatura de 4°C por aproximadamente 3 horas,
encaminhadas para o Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia (HVET) e investigadas em
analisador bioquimico semi-automético modelo BIO-2000 (Bioplus, Brasil), em parceria com a
equipe do laboratério de Patologia Clinica. Os testes realizados foram: Alanina Amino
Transferase (ALT/GPT), Fosfatase Alcalina (FA), Gama GT (GGT), uréia e creatinina. A tabela
2 indica a metodol ogia adotada para a realizag&o de cada exame bioquimico.



26

Tabela 2: Metodologia utilizada para os exames bioguimicos.

Exame biogquimico M etodologia utilizada

ALT Metodologia segundo Karmen, otimizada por Henry e colaboradores
[49].

FA Com base nos trabalhos de King e Roy [50].

GGT Baseado no principio do método de Szasz modificado [51].

Uréia Metodologia Ureas-L abtest [52].

Creatinina Sistema colorimétrico da L abtest [53].

3.7 Contagem diferencial das células peritoneais

Apés sacrificio do animal por deslocamento cervical, foi feita uma incisdo na regido
abdominal para expor a cavidade peritoneal. Uma lamina (limpa, seca e identificada) foi passada
delicadamente sobre as visceras, obtendo-se assm peliculas finas de material. Para cada animal
foram preparadas duas laminas. Esperou-se a secagem do material, ao ar, por 24 horas e em
seguida as laminas foram fixadas com metanol por 5 minutos, coradas com Wright-Giemsa e
lavadas com solucéo de tampéo fosfato.

Foram contadas 500 células por animal para determinacéo da freqliéncia das popul agcbes
de macréfagos, linfécitos, neutréfilos, eosindfilos e mastocitos. A andlise foi realizada em
microscépio de luz (100x), em teste cego.

3.8 Viabilidade de Células peritoneais

Apobs o sacrificio do animal, 10 mL de tampdo PBS pH 7,2 gelado foram injetados no
periténio, onde se realizou movimentos leves a fim de distribuir homogeneamente o tamp&o por todo
o peritbnio. Com auxilio de pipeta Pasteur 7 mL do PBS/células peritoneais foram coletados e
transferidos para tubo Falcon mantido em recipiente com gelo. O material foi centrifugado por 5
minutos a 1000 rpm, o sobrenadante retirado e, apds acrescentar 1 mL de PBS gelado, a solugéo foi

homogeneizada. Uma aliquota de 40uL. do homogeneizado foi misturada com 160 pL de nigrosina e

10uL dessa solucdo foram pipetados diretamente em camara de Neubauer.
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A andlise foi feita em microscopio de luz com objetiva de 40x, usando-se os quatro reticulos
laterais da cAmara e contando-se as células vivas (brilhantes) e mortas (pretas). O célculo utilizado
foi:

% célulasviaveis=nv / (nv +nd) x 100
nv: quantidade de células vivas

nd: quantidade de células mortas

3.9 Ensaio de micronucleo

ApoGs o sacrificio dos animais, os fémures foram extraidos, limpos e a epifise proximal foi
cortada para expor o0 canal da medula A agulha de uma seringa de insulina, previamente
preenchida com 1 mL de soro fetal bovino, foi inserida firmemente em uma das extremidades e
seu conteudo injetado, de modo aretirar amedula 6ssea para a realizacdo do experimento.

O material medular foi recolhido em um tubo de ensaio e centrifugado, por cinco minutos,
a 1000 rpm. O sedimento foi homogeneizado em 30 pL do sobrenadante, com o auxilio de uma
pipeta. Uma gota do material foi instilada sobre uma lamina (lavada, seca e devidamente
identificada) e, com auxilio de uma lamina extensora inclinada a 45°, foi realizada a distensdo da
gota.

As laminas contendo material foram secas durante 24 horas e, apds esse tempo, foram
fixadas em metanol por cinco minutos, coradas com solucéo previamente preparada de corante
Giemsa e tampéo fosfato na proporcdo de 1:14, por oito minutos. As laminas foram a seguir
lavadas em &gua corrente, para retirar o excesso de corante e secas. Para cada animal foram
preparadas duas |aminas.

A andise das laminas foi redlizada em microscopia de luz na objetiva de 100x,
perfazendo um total de 4000 células, sendo 2000 eritrocitos policromaticos (EPC) e 2000
eritrocitos normocromaticos (ENC) por animal, em teste cego. A genotoxicidade é obtida a partir
do nimero de microntcleos encontrados em EPC e ENC.

Para garantir a eficacia do ensaio, foi utilizado um grupo denominado controle positivo,

composto por 6 animais que receberam ciclofosfamida (40mg/Kg/animal), droga potencial mente
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clastogénica, via intraperitoneal e 24 horas apds a administracdo da substéncia o material foi
coletado como descrito anteriormente.

Para avaiar a citotoxicidade, o percentua de eritrécitos policromaticos (% EPC) foi
obtido a partir dos niUmeros de células de EPC e ENC registrados, quando a primeira populagdo
de células (EPC ou ENC) atingia a contagem de 2000. O % EPC foi calculado a partir da seguinte

formula:
% EPC =[EPC/(EPC + ENC)] X 100

% EPC: percentual de eritrécitos policromaticos
EPC: Quantidade de eritrdcitos policromaéticos

ENC: Quantidade de eritrocitos normocromaticos

3.10 Analise Histol6gica

De cada grupo tratado, os 3 ou 5 primeiros animais tiveram os 6rgaos coletados para
andlise histolégica. Coletou-se figado, baco, rins e pulm&o. ApOs serem retirados, estes 6rgéos
foram lavados em solugdo salina a 0,9%, cortados com bisturi e colocados no fixador
Davidson/acido acético na proporcdo de 1:9, por 10 horas, a 4°C. Em seguida realizou-se a
substituicao do fixador pelo dcool 70° e o material foi mantido a4°C até a etapa seguinte.

Para inclusdo em parafina, os érgdos mantidos na solucdo de alcool 70° passaram por
sucessivas fases de desidratacdo em d&cool 80°, 90°, 100° e 100°. Os fragmentos foram
diafanizados com uma solugdo & cool/xileno na proporcao de 1:1, seguida de 3 banhos em xileno.
Ap6s, foram colocados em 3 banhos de parafinaa 56°C e o material foi incluso na parafinacom o
auxilio de barras metdlicas (3x3cm). Todas as etapas, da desidratagcdo até os banhos de parafina
tiveram duragdo de uma hora. Quando a parafina solidificou o material foi retirado das barras.

Os 6rgaos foram cortados com uso de um micrétomo modelo Leica RM2125RT. Os
cortes (semi-seriados) obtidos tinham espessura de 5 um, e foram colocados em banho-maria a

35°C e coletados com laminas limpas e identificadas. As |aminas foram mantidas por 24 horas na
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estufa a 37°C para que o material tivesse perfeita adesiio as mesmas. Para finalizar o preparo do
material para andlise histologica, 3 laminas de cada 6rgéo foram coradas com hematoxilina e
eosina (HE) e as outras 3 coradas com vermelho rapido nuclear associado ao método de Perls. A
andlise foi realizada em microscopia de luz. Utilizou-se o método comparativo de cruzes onde
subjetivamente (+) indica pequena, (++) média quantidade e (+++) grande quantidade de

aglomerados de nanoparticul as. Os cortes foram fotografados utilizando o software Axiophot.

3.11 Andlise Estatistica

Para verificar diferencas estatisticamente significativas foi realizada a andlise de variancia
(ANOVA) seguida de Tukey. Foi considerado como significativo quando p<0,05 e verificado se
as exigéncias basicas para ANOVA, a saber, distribuicdo normal e variancia homogénea, foram
cumpridas. Nos casos em que essas ndo foram cumpridas, os resultados foram analisados com o
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e em seguida com o teste Dunn, todos com significancia
de p<0,05. Todas as andlises estatisticas foram feitas com o auxilio do software Minitab 14.
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O peso corporal dos animais foi medido em gramas no primeiro dia antes da

administracdo do tratamento (peso inicial) e também no Ultimo dia do tratamento antes do

sacrificio dos animais (peso final). Oscilagdes ndo significativas no peso corpora dos animais

foram observadas durante todo o experimento e entre os tratamentos (Tabela 3).

N&o foram observadas ateragdes clinicas como diarréia, vémito e hemorragia. No

entanto, no tratamento de maior duracéo (80 dias) foram visualizadas mudancas comportamentais

e morte nos animais tratados com FM-AnfoB. Trés animais apresentaram anormalidades como

taguipnéia seguida de tremores no momento da aplicagdo. Um deles, tratado ja ha 76 dias, morreu

logo apbs essas alteracdes Os outros dois animais estavam em tratamento com FM-AnfoB por 72

dias e foram encontrados mortos ap0ds 76 e 77 dias de tratamento.

Tabela 3: Peso corpora (g) dos animais durante o experimento.

Tempos FM-AnfoB

Inicial Final Inicial Final Inicial Final
12 horas 32,6 32,66 33,3 335 30,83 30,5
24 horas 34 33,33 33,5 31,83 34,66 31,83
7 dias 32,97 32,33 31,12 31,75 32,06 34,16
15dias 32,97 33,8 31,12 32,25 32,06 32,16
30dias 32,97 36,33 31,12 32,83 32,06 31,66
80dias 32,9 35,66 31,12 32,71 32,06 40,25
* p<0,05

4.2 Anélise Citométrica

4.2.1 Contagem Global de L eucocitos

O tratamento com AnfoB induziu leucopenia apds 12 horas estatisticamente significativa

guando comparado aos resultados dos tratamentos com PBS e FM-AnfoB (Figura 1). Apos 24
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horas e nos tratamentos com maior duragéo, 30 e 80 dias, a contagem de leucdcitos em todos os
tratamentos ndo diferiu da observada no controle (Figura 1). Entretanto, apos 15 dias de
tratamento, a figura 1 mostra que, tanto a amostra AnfoB, quanto a FM-AnfoB, reduziram
significativamente a contagem de leucdcitos totais, quando comparada com o controle.

A Unica diferenca significativa observada entre os tratamentos foi observada no tempo de
12 horas, onde se viu que aamostra AnfoB (anfotericinalivre) causa leucopenia.

A andlise dos dados do tratamento com AnfoB, ao longo do tempo, mostrou que a
contagem de leucdcitos em 12 horas foi significativamente menor que ap6s 1, 30 e 80 dias de
tratamento. Apds 30 dias de tratamento, 0 grande aumento na contagem de leucdécitos fez com
gue diferisse estati sticamente também dos tempos de 7 e 15 dias (Figura 1).

Contagem Global de Leucdcitos
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Leucdcitos X 10 /mm
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a, e H AnfoB
d, = FM-AnfoB

12h 24h 7d 15d 30d 80d
Tempos de Tratamento

Figura 1: Efeito da administragdo intraperitoneal de AnfoB e FM-AnfoB sobre a contagem
global de leucdcitos. (PBS — Tampdo PBS). As letras apontam diferencas significativas (p=
0,05): a— diferenca em relacéo ao controle, b — diferenca em relagdo a AnfoB, c - diferenca
em relagdo FM-AnfoB, d - diferenca em relagdo ao mesmo tratamento em 24h, e - diferenca

em relacdo ao mesmo tratamento em 30d, f - diferenca em relacdo ao mesmo tratamento em
80d.
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Por outro lado, a andlise dos dados do tratamento com FM-AnfoB, ao longo do tempo,

permitiu observar que esta amostra ndo ocasionou alteractes significativas nos diferentes tempos
de tratamento (Figura 1).

4.2.2 Neutréfilos

Os tratamentos com AnfoB e FM-AnfoB n&o induziram qualquer alteragéo significativa
na populacdo de neutrofilos, exceto no tratamento por 7 dias, em que a contagem de neutroéfilos

foi maior apds administragdes de FM-AnfoB, quando comparada a do controle (Figura 2).

Contagem de Neutr 6filos
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Figura 2: Efeito da administragéo intraperitoneal de AnfoB e FM-AnfoB sobre a contagem
de neutrdfilos. (PBS — Tampéo PBS). a— diferenca em relacdo ao controle p= 0,05.



4.2.3 Eosindfilos

Os tratamentos com AnfoB e FM-AnfoB ndo induziram alteragbes significativas na
populacdo de eosindfilos (Figura 3), quando comparados ao controle.
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Figura 3: Efeito da administracéo intraperitoneal de AnfoB e FM-AnfoB sobre a contagem de
eosinofilos. (PBS — Tampéo PBS).

4.2 4 Linfécitos

As amostras AnfoB e FM-AnfoB reduziram significativamente a populacéo de linfocitos
apenas apos periodo de 15 dias de tratamento (Figura 4).
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A Unica diferenca significativa observada entre os tratamentos com as amostras AnfoB e
FM-AnfoB na contagem de linfécitos ocorreu no tempo de 12 horas (Figura 4), como observado
na populacdo total de leucdcitos (Figura l).

A andlise dos dados do tratamento com AnfoB, em funcdo do tempo, mostrou que a
contagem de linfécitos em 12 horas foi significativamente menor que apds 30 e 80 dias de
tratamento e apds 7 e 15 dias a contagem foi menor ao comparar com o tratamento por 30 dias
(Figura 4). A mesma andlise feita com os dados do tratamento com FM-AnfoB evidenciou que

esta amostra ndo ocasiona alteragdes significativas nos diferentes tempos de tratamento (Figura
4).
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Figura 4: Efeito da administragdo intraperitoneal de AnfoB e FM-AnfoB sobre a contagem de
linfocitos. (PBS — Tampédo PBS). As letras apontam diferencas significativas (p= 0,05): a —
diferenca em relacéo ao controle, b — diferenca em relagcdo a AnfoB, ¢ - diferenca em relagéo
ao mesmo tratamento em 30d, d - diferenca em relagéo ao mesmo tratamento em 80d.
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4.2.5 Mondécitos

A figura 5 mostra que o tratamento por 12 horas com AnfoB induziu uma reducéo
significativa na contagem de mondcitos quando comparado ao controle.

Mostra também que a Unica diferenca significativa observada entre os tratamentos com as
amostras AnfoB e FM-AnfoB na contagem de mondcitos ocorreu no tempo de 12 horas (Figura
5), como observado na populacdo total de leucdcitos (Figura 1) ou na populacdo de linfocitos
(Figura4).

A andlise dos dados do tratamento com FM-AnfoB em fungdo do tempo mostrou vérias
diferencas significativas: as populaces de mondcitos nos tempos de 12, 24 horas e 30 dias eram
maiores que ade 7 dias; ade 24 horas era também maior que a de 15 dias.
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Figura 5: Efeito da administracéo intraperitoneal de AnfoB e FM-AnfoB sobre a contagem de
mondacitos. (PBS — Tampdo PBS). As letras apontam diferencgas significativas (p= 0,05): a—
diferenca em relacéo ao controle, b — diferenca em relacdo a AnfoB, ¢ - diferenca em relacéo
a FM-AnfoB, d - diferenca em relacdo ao mesmo tratamento em 7d, e - diferenca em relagdo
ao mesmo tratamento em 15d, f - diferenca em relacdo ao mesmo tratamento em 30d.

4.2.6 Bastfilos

Os tratamentos com AnfoB e FM-AnfoB n&o induziram ateragfes significativas na

populacéo de basofilos (Figura 6), quando comparados ao controle.
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Figura 6: Efeito da administracéo intraperitoneal de AnfoB e FM-AnfoB sobre a contagem de
bastfilos. (PBS — Tampéo PBS).

4.3 Exames bioquimicos

4.3.1 Alanina Amino Transferase (ALT/GPT)

Os tratamentos com as amostras AnfoB e FM-AnfoB n&o induziram alteracOes
significativas na quantidade de ALT em nenhum dos tempos experimentais, quando comparados

ao controle (Figura 7).
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Figura 7: Efeito da administragcdo intraperitoneal de AnfoB e FM-AnfoB em relacéo a
Alanina Amino Transferase (ALT/GPT). (PBS — Tampéo PBS). As letras apontam diferencas
significativas (p= 0,05): a — diferenca em relagdo a AnfoB, b — diferenca em relagdo ao
mesmo tratamento em 12h, ¢ - diferenca em relacdo a0 mesmo tratamento em 7d, d -
diferenca em relagdo a0 mesmo tratamento em 15d, e - diferenca em relagdo a0 mesmo
tratamento em 30d, f - diferenca em relagdo ao mesmo tratamento em 80d.

As duas amostras sO mostraram diferencas significativas entre si, com 24 horas de
tratamento. Esta foi a Unica diferenca observada em relagdo aos dados da amostra FM-AnfoB.
Por outro lado, a analise dos dados obtidos com a amostra AnfoB mostra que no tempo de 24
horas houve diferencas significativas em relagdo aos tempos de 12 horas, 7, 15, 30 e 80 dias e

também entre os tempos de 30 e 80 dias.

4.3.2 Fosfatase alcalina (FA)
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A figura 8 mostra que os tratamentos com as amostras AnfoB e FM-AnfoB ndo induziram
alteragbes significativas na quantidade de FA em nenhum dos tempos experimentais, quando
comparados ao controle. Mostra também que a Unica diferenca significativa entre esses dois
tratamentos ocorreu no tempo de 24 horas.

Os dados do tratamento com AnfoB em fungdo do tempo evidencia que em 12 horas, a
quantidade de FA observada foi estatisticamente menor que em 1, 7 e 80 dias. Ap0Os 24 horas ha
um aumento notével na quantidade de FA, comparado com todos 0s outros tempos experimentais,
enguanto no tempo de 30 dias ele reduz significativamente também em comparacdo com todos 0s
outros tempos.

Por sua vez, a andlise dos dados do tratamento com a amostra FM-AnfoB também mostra
vérias alteracOes significativas. o tempo de 24 horas apareceu aumentado em relacéo ao de 12
horas e em todo o intervalo de 15 a 80 dias, enquanto a reducéo observada no tempo de 30 dias é
significativa em relagdo aos dados do intervalo 1-15 dias.
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Figura 8: Efeito da administragéo intraperitoneal de AnfoB e FM-AnfoB em relagdo a
Fosfatase Alcalina (FA). (PBS — Tampdo PBS). As letras apontam diferencas
significativas (p= 0,05):a — diferenca em relagéo a AnfoB, b — diferenca em relagdo ao
mesmo tratamento em 12h, c - diferenca em relacdo a0 mesmo tratamento em 1d, d -
diferenca em relacéo a0 mesmo tratamento em 7d, e - diferenca em relacdo ao mesmo
tratamento em 15d, f - diferenca em relagdo ao mesmo tratamento em 30d, g- diferenca
em relacdo ao mesmo tratamento em 80d.

4.3.3Gama GT (GGT)

AlteracOes na quantidade de GGT foram observadas durante todo o experimento de
tratamento com as amostras AnfoB e FM-AnfoB, porém nenhuma delas foi estatisticamente

significativa (Figura9).
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Figura 9: Efeito da administragdo intraperitoneal de AnfoB e FM-AnfoB em relagdo a
Gama GT (GGT). (PBS—Tampéo PBS).

434 Uréiasérica

De acordo com a figura 10, em 24 horas houve uma reducéo significativa na quantidade
de uréia sérica apo6s o tratamento com FM-AnfoB, quando os dados sdo comparados aos do

controle e estafoi a Unica alteracdo significativa observada em relagdo a uréia sérica.
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Figura 10: Efeito da administragdo intraperitonea de AnfoB e FM-AnfoB em relacdo aUréia
sérica. (PBS — Tampédo PBS). a—diferenca em relagdo aPBS p= 0,05.

4,35 Creatinina sérica

A administracéo intraperitoneal de AnfoB e FM-AnfoB ndo produziu qualquer ateracdo

significativa na quantidade de creatinina sérica (Figura 11).
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Figura 11: Efeito da administracdo intraperitoneal de AnfoB e FM-AnfoB em relagéo a
Creatinina sérica. (PBS— Tamp&o PBS).

4.4 Contagem Diferencial de Céulas Peritoneais

4.4.1 Neutr6filos

A figura 12 mostra que, quando comparados ao controle, apenas o tratamento com a
amostra FM-AnfoB induziu aumentos significativos na contagem de neutréfilos nos tempos de 1,
7 e 30 dias. O tratamento com AnfoB n&o induziu alteracOes significativas em relacdo ao

controle.
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Diferencas puderam ser observadas entre os resultados das duas amostras. com 24 horas
FM-AnfoB induz aumento significativo em relacdo a amostra AnfoB, enquanto o contrério €
observado aos 15 dias de experimento (Figura 12).

Ao andlisar as alteracbes em funcdo do tempo apds tratamento com AnfoB € possivel
observar aumentos significativos na contagem de neutréfilos em 12 horas e 15 dias de
tratamento: o de 12 horas é significativo em relacdo ao tempo de 80 dias e o de 15 dias, 0 maior
de todos é significativo em relagdo aos tempos de 1, 30 e 80 dias.

De acordo com a figura 12, o tratamento com FM-AnfoB induziu uma contagem de
neutréfilos no tempo de 12 e 24 horas significativamente maior comparando com 15, 30 e 80
dias. O tratamento por 7 dias é significativamente maior que 15 dias. Apos 30 dias de tratamento

a contagem de neutrofilos aumenta, sendo diferente estatisticamente de 15 e 80 dias.
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Figura 12: Efeito da administragéo intraperitoneal de AnfoB e FM-AnfoB sobre a contagem
de células peritoneais, neutréfilos. (PBS — Tampdo PBS). As letras apontam diferencas
significativas (p= 0,05): a — diferenca em relacdo ao controle, b — diferenca em relagdo a
AnfoB, c - diferenca em relacdo a0 mesmo tratamento em 15d, d - diferenca em relacéo ao
mesmo tratamento em 80d, e - diferenca em relagdo ao mesmo tratamento em 30d.
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4.4.2 Eosindfilos

A figura 13 mostra que, em relacdo a contagem de eosinofilos, apenas a amostra FM-
AnfoB induziu aumentos significativos (24 horas e 7 dias) ou diminuic¢éo significativa (30 dias),
guando comparada com o controle.

Os resultados dos tratamentos com as duas amostras sO diferiram no tempo de 24 horas e
no de 30 dias. No primeiro tempo, a contagem de eosindfilos foi maior nas administraces de

FM-AnfoB e no tempo de 30 dias, elafoi menor do que ainduzida por AnfoB (Figura 13).
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Figura 13: Efeito da administragdo intraperitoneal de AnfoB e FM-AnfoB sobre a
contagem de células peritoneais, eosindfilos. (PBS — Tampdo PBS). As letras apontam
diferencas significativas (p= 0,05): a — diferenca em relacdo ao controle, b — diferenca em
relacdo a AnfoB, c - diferenca em relagdo ao mesmo tratamento em 7d, d - diferenca em
relacdo ao mesmo tratamento em 15d, e - diferenca em relacdo ao mesmo tratamento em
30d, f - diferenca em relacdo a0 mesmo tratamento em 80d, g - diferenca em relacéo ao
mesmo tratamento em 24h.
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Os dados do tratamento com AnfoB, em funcdo do tempo, mostram um aumento
progressivo ho intervalo 12 horas-30 dias, de tal forma que a contagem de eosindfilosem 12 e 24
horas tem diferencas estatisticas com os de 15 e 30 dias. A contagem aos 15 e 30 dias, 0s maiores
valores observados, diferem também do valor encontrado aos 80 dias.

Analisados em funcdo do tempo, os resultados do tratamento com FM-AnfoB mostram
véarias diferencas. no tempo de 12 horas, a contagem de eosindfilos é significativamente menor do
gue em 24 horas ou 7 dias; os dados de 24 horas sdo maiores do que em 30 e 80 dias,e os de 7

dias, maiores que os de 30 dias.

4.4.3 Linfdcitos

No tratamento dos camundongos com as amostras AnfoB e FM-AnfoB, a Unica alteracéo
significativa na contagem de linfocitos peritoneais, em relagdo ao controle, foi observada em 15
dias apés tratamento com a amostra FM-AnfoB (Figura 14). Em nenhum dos tempos
experimentais foram verificadas diferencas significativas entre os tratamentos com as duas
amostras.

Quando analisados em fung&o do tempo, os dados do tratamento com AnfoB mostram
que, devido ao aumento de linfacitos apos os 15 dias de tratamento, nos tempos de 12 e 24 horas
e 7 dias, so observadas diferencas estatisticas com os tempos de 15 e 30 dias. Nos tempos de 12
e 24 horas ha ainda diferencas com a contagem em 80 dias.

Diferentemente, as contagens de linfocitos nos grupos tratados com FM-AnfoB néo
apresentam alteracOes significativas, quando analisadas em funcdo do tempo de tratamento
(Figura 14).
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Figura 14: Efeito da administracdo intraperitoneal de AnfoB e FM-AnfoB sobre a contagem
de células peritoneais, linfocitos. (PBS — Tampdo PBS). As letras apontam diferencas
significativas (p= 0,05): a — diferenca em relagdo ao controle, b — diferenca em relagdo ao
mesmo tratamento em 15d, ¢ - diferenca em relacdo a0 mesmo tratamento em 30d, d -
diferenca em relacdo ao mesmo tratamento em 80d.

4.4.4 M acr 6fagos

O tratamento com as amostras AnfoB e FM-AnfoB néo induziu ateragdes significativas
nas contagens de macréfagos peritoneais, em relacdo ao controle, em nenhum dos tempos
investigados. Entretanto, diferencas significativas nos resultados dos dois tratamentos puderam
ser notadas em todos os tempos no intervalo 12 horas — 15 dias de tratamento, sendo que até 7

dias a quantidade de macrdfagos nos grupos tratados com FM-AnfoB era sempre menor (Figura
15).
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A andlise do tratamento com AnfoB ao funcdo do tempo permite observar que no
intervalo de 12 horas - 7 dias, as contagens de macrofagos foram significativamente maiores do
gue a encontrada em 15 dias e que os resultados dos tempos de 24 horas e 7 dias eram também
maiores do que em 30 dias (Figura 15).

Quanto aos resultados do tratamento com FM-AnfoB em fung¢&o do tempo, as contagens
de macréfagos em 12 e 24 horas foram significativamente menores do que no tratamento de 80
dias (Figura 15).
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Figura 15: Efeito da administragéo intraperitoneal de AnfoB e FM-AnfoB sobre a contagem
de células peritoneais, macrofagos. (PBS — Tampao PBS). As letras apontam diferencas
significativas (p= 0,05): a — diferenca em relacdo ao controle, b — diferenca em relagdo a
AnfoB, c¢ - diferenca em relacdo ao mesmo tratamento em 15d, d - diferenca em relacéo ao
mesmo tratamento em 30d, e - diferenca em relagdo ao mesmo tratamento em 80d.
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4.4.5 Bastfilos

As amostras AnfoB e FM-AnfoB induziram, com 24 horas de tratamento, alteractes
significativas em comparagéo com o controle. Entre os dois tratamentos diferencas significativas
foram observadas em 1, 7 e 30 dias (Figura 16).

Ainda que com vaores muito baixos, a andlise em fungdo do tempo mostra que no
tratamento com AnfoB a contagem de bastfilos em 12 horas é significativamente maior do que as
encontradas em 15 e 80 dias de tratamento.

Na anadlise dos dados do tratamento com FM-AnfoB, em funcdo do tempo, observa-se
uma contagem de basofilos significativamente maior em 12 horas do queem 1, 7, 30 e 80 dias de
tratamento e também valores em 15 dias maiores do que os dos tempos de 1, 30 e 80 dias (Figura
16).
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Figura 16: Efeito da administragéo intraperitoneal de AnfoB e FM-AnfoB sobre a contagem
de células peritoneais, bastfilos. (PBS — Tampdo PBS). As letras apontam diferencas
significativas (p= 0,05): a — diferenca em relacdo ao controle, b — diferenca em relagdo a
AnfoB, c - diferenca em relagdo a0 mesmo tratamento em 1d, d - diferenca em relagdo ao
mesmo tratamento em 7d, e - diferenca em relacdo ao mesmo tratamento em 15d, f - diferenca

em relacdo ao mesmo tratamento em 30d p, g - diferenca em relagdo ao mesmo tratamento em
80d.

4.5 Viabilidade de células peritoneais

A figura 17 mostra que diferencas significativas dos tratamentos em relagdo ao controle sd

foram encontradas nos tratamentos por 7 dias com a amostra AnfoB e por 12 horas com FM-
AnfoB.
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Diferenca significativa entre os tratamentos com AnfoB e FM-AnfoB foi observada
apenas em 12 horas. No intervalo 1-80 dias ndo houve alteracBes significativas entre os
tratamentos (Figura 17).

O tratamento com AnfoB gerou ateracOes significativas, ao longo do tempo. O
tratamento mais longo provocou uma reducdo na contagem de células vivas quando comparado
com 12 horas, 1, 7 e 15 dias de tratamento e, por sua vez, a viabilidade celular no tratamento por
30 diasfoi significativamente menor do que em 7 e 15 dias (Figura 17).

Alteragdes significativas foram também observadas no tratamento com FM-AnfoB ao
longo do tempo. A contagem de células viaveis no tratamento com duracdo de 7 dias foi maior do
gue ade 12 horas, 30 e 80 dias. Em 15 dias de administracdo os valores encontrados séo maiores
do que 12 horas, 1, 30 e 80 dias (Figura 17).
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Figura 17: Efeito da administragdo intraperitoneal de AnfoB e FM-AnfoB sobre a viabilidade
das células peritoneais. (PBS — Tampao PBS). ). As letras apontam diferencas significativas (p=
0,05): a— diferenca em relacdo ao controle, b — diferenca em relacdo a AnfoB, d - diferencaem
relagdo ao mesmo tratamento em 12h, e - diferenca em relagdo ao mesmo tratamento em 1d, f -
diferenca em relagdo a0 mesmo tratamento em 7d, g - diferenca em relacdo a0 mesmo
tratamento em 15d, h - diferenca em relacdo ao mesmo tratamento em 30d, i - diferenca em
relacdo ao mesmo tratamento em 80d.

4.6 Ensaio de microntcleo

O ensaio de micronicleo € muito utilizado para avaliar os potenciais efeitos genotéxicos e
citotoxicos das substancias nas células da medula 6ssea. Enquanto os efeitos genotoxicos sdo

analisados pela quantidade de micronicleos gerados em eritrocitos policrométicos e



normocroméaticos, os citotoxicos sao obtidos pela frequiéncia de eritrécitos policrométicos (EPC).

Este experimento foi realizado nos tempos de tratamento de 1, 7, 15, 30 e 80 dias.

4.6.1 Avaliacao da genotoxicidade de AnfoB e FM-AnfoB

Foi utilizado o grupo controle positivo que recebeu ciclofosfamida (40mg/Kg), uma
substancia potencialmente genotdxica, a fim de validar todas as etapas do experimento. A
contagem de EPC nos animais tratados com ciclofosfamida foi aproximadamente de 33,2 e
comparada com todos os tratamentos e tempos foi significativamente maior (Figura 18),
permitindo concluir que o teste foi realizado corretamente. Nos ENC a ciclofosfamida n&o
induziu aumento significativo de micronucleos (Figura 19).

Aumentos significativos nos valores de micronicleos em EPC em relacdo ao controle
foram observadas em 30 e 80 dias, nos animais tratados com AnfoB. Nestes mesmos tempos
observa-se diferencas entre os tratamentos, uma vez que nos animais tratados com FM-AnfoB
ndo ocorreu aumento de MNEPC (Figura 18). As frequéncias de micronicleos em EPC
observadas nestes tratamentos por 30 e 80 dias (respectivamente 5,5 e 4,85) foram também
significativamente maiores (Figura 18), que as encontrados nos tempos de 1, 7 e 15 dias
(respectivamente 2; 1,33 e 0,5).

Na andise da quantidade de microntcleos em ENC, ndo foram observadas diferencas
significativas em relacéo ao controle e nem sequer entre os tratamentos com as duas amostras. Ao
analisar as mudancas no decorrer do tempo houve diferenca significativa na quantidade de
micronucleos de ENC ap6s 30 e 80 dias de tratamento com AnfoB, quando comparada com os
tempos de 7 e 15dias (Figura 19).
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Figura 18: Avaliagdo da genotoxicidade de AnfoB e FM-AnfoB em EPC. A barra indica o
desvio padrdo. (MNEPC — Microntcleos em Eritrocitos Policrométicos, h - horas, d — dias,
CP — Controle Positivo, PBS — Tampao PBYS). As letras apontam diferencas significativas (p=
0,05): a— diferenca em relacéo ao controle, b — diferenca em relagdo a AnfoB, c - diferenca
em relagdo ao mesmo tratamento em 1 d, d - diferenca em relagcdo ao mesmo tratamento em

7d, e - diferenca em relagcdo ao mesmo tratamento em 15d.
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Figura 19: Avaliacdo da genotoxicidade de AnfoB e FM-AnfoB em ENC. A barraindica o
desvio padréo. (MNENC — Micronucleos em Eritrocitos Normocrométicos, h - horas, d — dias,
CP — Controle Positivo, PBS — Tampéo PBS). As letras apontam diferencas significativas (p=
0,05): a— diferenca em relacdo ao mesmo tratamento em 7 dias, b - diferenca em relacéo ao
mesmo tratamento em 15 dias.

4.6.2 Avaliacao da citotoxicidade de AnfoB e FM-AnfoB

O tratamento com AnfoB ndo aterou a fregiéncia de eritrocitos policrométicos em
nenhum dos tempos analisados comparando-os com o controle, no entanto o tratamento de maior
duracdo, 80 dias com FM-AnfoB induziu citotoxicidade significativa nos eritrécitos

policromaticos (Figura 20).
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Ao analisar o tratamento com FM-AnfoB ao longo dos tempos foi possivel notar que no
primeiro dia de tratamento e em 80 dias o valor de EPC estava significativamente menor do que o

observado nos tempos de 7, 15 e 30 dias (Figura 20).
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Figura 20: Avaliagdo da citotoxicidade de AnfoB e FM-AnfoB. A barra indica o desvio
padrdo. (EPC - Eritrocitos Policromaticos, h - horas, d — dias, CP — Controle Positivo, PBS —
Tampéo PBYS). As letras apontam diferencgas significativas (p= 0,05): a— diferenca em relagdo
ao controle, b — diferenca em relacdo ao mesmo tratamento em 7 d, ¢ - diferenca em relagdo
ao mesmo tratamento em 15 d, d - diferenca em relacéo ao mesmo tratamento em 30d.

4.7 Andlise Histol6gica
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Os 6rgéos rim, pulmao, figado e baco foram analisados por microscopia de luz, utilizando
duas diferentes técnicas de coloracéo. Na coloracdo de hematoxilina-eosina € possivel avaiar a
organizacao estrutural dos orgéos e verificar a presenca de aglomerados de nanoparticulas, que
aparecem na cor marrom. Na coloragdo de Perls, em conjunto com uma contracoloragdo, o
vermelho répido nuclear, € possivel identificar ferro em forma de granulos no interior das células

e, por este método, os aglomerados de nanoparticulas sdo azuis.

4.7.1Rim

Aglomerados de nanoparticulas magnéticas ndo foram encontrados nos rins, em nenhum
dos tempos analisados com ambas as coloracdes utilizadas. A capsula do érgdo, os tubulos, a
capsula de Bowman e os glomérulos estavam normais em todos 0s tempos e tratamentos. Apesar
disso, infiltrados inflamat6rios foram encontrados (Figura 21 e 22). Nos tempos analisados, com
excecdo em 30 dias de experimento (Figura 22), os animais do grupo controle apresentaram
infiltrados inflamatdrios em algumas regifes do 6rgdo, proximo a arteriola e veias na porcéo
cortical e medular (Figura 21 e 22). Em 12 horas apds tratamento um animal que recebeu AnfoB
apresentou um pequeno processo inflamatdrio préximo a vénula entre a regido cortical e medular
e (dado ndo mostrado) no tratamento com FM-AnfoB nenhuma alteracdo foi encontrada (Figura
23).

No grupo analisado 24 horas apés a administracdo de FM-AnfoB um leve processo
inflamatério foi encontrado em dois animais sendo este sem associagdo com nanoparticulas
(Figura 24). A mesma alteracdo foi encontrada em dois animais que receberam o tratamento de 7
dias com FM-AnfoB e nos tratados com AnfoB (Figura 25).

Em 15 dias de tratamento foi visualizada inflamacéo perivascular em todos os grupos
tratados (Figura 26). No tratamento de 30 dias todos os animais apresentaram a estrutura do
orgdo normal (Figura 27 a e b), e auséncia de nanoparticulas no grupo tratado com FM-AnfoB
nesses dois tempos.

O tratamento de maior duracdo, 80 dias, nos animais tratados com AnfoB processos

inflamatorios foram visualizados préximo a vasos, a glomérulos e na regido cortical, no entanto
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um animal apresentou processo inflamatorio perivascular severo (Figura 27 ¢ e d). No tratamento
com FM-AnfoB todos os animais apresentaram processo inflamatério moderado associado a

vasos (Figura27 e, f e g).
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Figura 21: Fotomicrografias de rim de animais controle durante 12 horas (a, b), 24 horas
(c, d) e 7 dias (e, f). As setas indicam infiltrado inflamatério. Em a, ¢ e e coloragdo HE e
b, d ef coloracéo de Perls.



Figura 22: Fotomicrografias de rim de animais controle durante 15 dias (a, b), 30
dias (c, d) e 80 dias (g, f). As setas indicam infiltrado inflamatério. Em a, c e e
coloracéo HE e b, d e f coloragéo de Perls.
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Figura 23: Fotomicrografias de rim no tratamento por 12 horas. Controle (a, b),
AnfoB (c, d) e FM-AnfoB (e, f). As setas indicam infiltrado inflamatério. Em a, c e
e coloragdo HE e b, d ef coloragéo de Perls.

61



Figura 24: Fotomicrografias de rim no tratamento por 24 horas. Controle (a, b),
AnfoB (c, d) e FM-AnfoB (e, f). As setas indicam infiltrado inflamatério. Em a, c e
e coloragdo HE e b, d ef coloragéo de Perls.

62



Figura 25: Fotomicrografias de rim no tratamento por 7dias. Controle (a, b), AnfoB
(c, d) e FM-AnfoB (e, f). As setas indicam infiltrado inflamat6rio. Em a, c e e
coloracéo HE e b, d e f coloragéo de Perls.
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Figura 26: Fotomicrografias de rim no tratamento por 15 dias. AnfoB (a, b) e FM-
AnfoB (c, d). As setas indicam infiltrado inflamatério. Emaec coloragdo HE eb e
d coloracdo de Perls.



Figura 27: Fotomicrografias de rim no tratamento por 30 e 80 dias. FM-AnfoB em 30 dias
(a, b), AnfoB em 80 dias (c, d) e FM-anfoB em 80 dias (e, f e g). As setasindicam infiltrado
inflamatorio. Em a, c e e, coloracdo HE e b, d, f e g, coloracéo de Perls.
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4.7.2 Bago

O bago é um érgdo caracterizado por duas funcdes, a linfoide e a vascular, formado pela
pol pa branca composta por foliculos linféticos, circundados pela polpa vermelha. Os tratamentos
ndo provocaram alteracdo histolégica em nenhum tempo e a polpa vermelha foi facilmente
diferenciada da pol pa branca.

Em todos os tempos, nos animais controle, aglomerados marrons foram visualizados na
coloracdo de HE, em maior quantidade na polpa vermelha que na branca. Isto foi confirmado pela
presenca de aglomerados azuis na coloracdo de Perls, o que evidencia a existéncia de ferro
enddgeno no 6rgdo. Aspecto similar ao do controle (Figura 28) foi observado 12 horas apds o
tratamento com Anfo B ou com FM-AnfoB.

ApoGs 24 horas, 7, 15 e 30 dias de tratamento o padr&o encontrado no controle foi notado
também nos animais tratados com AnfoB (Figura 29 e 30 a e b), no entanto nos animais tratados
com FM-AnfoB foi observado um pequeno aumento na quantidade de aglomerados marrons e
azuis (Figura 31 e 32 a e b) na polpa vermelha e branca (+). Sugerindo um acimulo de
nanoparticul as nesse 0rgao.

Em 80 dias de tratamento o grupo tratado com AnfoB estava com aspecto similar ao
apresentado pelo grupo controle (Figura 30 ¢ e d) e em um anima do grupo FM-AnfoB
apresentou ferro endégeno (Figura 32 ¢ e d) na pol pa branca em maior quantidade (+) comparado

ao controle.



Figura 28: Fotomicrografia de bago dos animais tratados por 12 horas. Controle (a, b),
AnfoB (c, d) e FM-AnfoB (e, f). Em & c eecoloragdo HE e b, d e f coloragéo de Perls.
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Figura 29: Fotomicrografia de bago dos animais tratados com AnfoB. Tempos 24 horas
(a b), 7dias(c, d) e15dias (e, f). Em a c eecoloracdo HE e b, d e f coloracéo de Perls.
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Figura 30: Fotomicrografia de bago dos animais tratados com AnfoB. Tempos 30 dias (a, b),
80 dias (c, d). Em &, ¢ coloragdo HE e b, d coloracéo de Perls.
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Figura 32: Fotomicrografia de baco dos animais tratados com FM-AnfoB. Tempos 30 dias (a,
b), 80 dias (c, d). Em a, ¢ coloragdo HE e b, d colorac&o de Perls.

4.7.3 Figado

O figado dos animais do grupo controle teve a capsula, parénquima, |6bulos e hepatécitos
preservados e ndo foram encontrados aglomerados de nanoparticul as.

Em 12 horas, 7 e 15 dias de tratamento nenhuma ateracdo e aglomerados de
nanoparticulas foram observados nos grupos analisados (Figura 33 e 34). ApGs 24 horas de
tratamento em 2 animais tratados com AnfoB foi encontrado pequenos processos inflamatorios
associados ao ducto biliar (Figura 35 ¢ e d), 0 mesmo aconteceu em 1 animal tratado com FM-
AnfoB. Aglomerados de nanoparticulas (+) foram encontrados no interior dos hepatécitos de um
animal tratado com FM-AnfoB (dado ndo mostrado).
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No grupo analisado 30 dias apds o tratamento todos os animais tratados com AnfoB
apresentaram processos inflamatérios (++) no parénquima e proximo a hepatocitos (Figura 36 ae
b). No tratamento com FM-AnfoB pequenos processos inflamatérios foram encontrados préximo
avelasublobular, centrolobular, ducto biliar e espago porta (Figura 36 c e d).

Apo6s 80 dias de tratamento um animal tratado com AnfoB apresentou um pegueno
processo inflamatério associado a vaso e trés animais que receberam FM-AnfoB apresentaram
processo inflamatdrio proximo a veia e associado a aglomerados de nanoparticulas (Figura 36 e e
f), em um anima nenhuma alteracdo foi encontrada (dado n&o mostrado) e outro apresentou

aglomerado de nanoparticulas sem processo inflamatorio.
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Figura 33: Fotomicrografia de figado dos animais tratados com AnfoB. Tempos 12 horas (a,
b), 7 dias(c, d) e 15 dias (e, f). Em &, ¢, e coloragdo HE e b, d, f coloracéo de Perls.
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Figura 34: Fotomicrografia de figado dos animais tratados com FM-AnfoB. Tempos 12 horas
(a, b), 7dias(c, d) el15dias (e, f). Ema, c, e coloracdo HE eb, d, f coloragdo de Perls.
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Figura 35: Fotomicrografia de figado dos animais tratados por 24 horas. Controle (a, b),
AnfoB (c, d) e FM-AnfoB (e, f). Em a, ¢, e coloracdo HE e b, d, f coloracdo de Perls. As setas
indicam infiltrado inflamat6rio.
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Figura 36: Fotomicrografia de figado dos animais. AnfoB 30 dias (a, b), FM-AnfoB 30 dias
(c, d) e FM-AnfoB 80 dias (e, f e g). Em a, ¢, e coloragdo HE e b, d, f e gcoloragdo de Perls.
As setas indicam infiltrado inflamat6rio e o asterisco aglomerados de nanoparticul as.
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4.7.4 Pulmao

Nos animais do grupo controle pequenos acimulos de tecido linfatico estavam associados
a mucosa, a cdpsula do 6rgdo estava normal e o parénquima do pulmdo de alguns animais
apresentou leve espessamento de tecido conjuntivo, esse padrdo foi também observado nos
tratamentos com AnfoB e FM-AnfoB.

Em 12 horas no tratamento com AnfoB nenhuma ateracdo foi observada, mas no
tratamento com FM-AnfoB dois animais apresentaram aglomerados marrons e azuis (+) ao redor
de bronquiol o indicando a presenca de nanoparticulas (Figura 37 a, c e d).

Apobs 24 horas de tratamento um animal do grupo FM-AnfoB apresentou peguenos
aglomerados azuis (+), de nanoparticulas, na coloracdo de perls préximo aos sacos alveolares
(Figura 37 ef), todos os animais tratados com AnfoB foi encontrado um pequeno processo
inflamatorio.

Nos tratamentos de 7 e 15 dias no grupo FM-AnfoB foram observados aglomerados de
nanoparticulas (+) em todos os animais junto aos processos inflamatorios perivasculares e
préximo aos bronquiol os (Figura 38), o tratamento com AnfoB ndo induziu alteragoes.

Em 30 dias de tratamento um animal do grupo AnfoB apresentou varios MALT (Tecido
Linfoide Associado a Mucosa) e inflamagfes perivasculares (++). Em dois animais do grupo FM-
AnfoB foi encontrado aglomerado marrom e azul, sendo que em um esses aglomerados azuis
estavam proximos a inflamagdes associadas a vasos sanguineos e bronquiolos (Figura 39).

Em dois animais do grupo AnfoB, tratados por 80 dias, as paredes estavam espessas com
processo inflamatério préximo aos bronquiolos, mais intenso que no grupo controle (Figura 40).
No tratamento com FM-AnfoB as paredes alveolares estavam mais espessas com aglomerados
marrons no interior de macréfagos. Estes se apresentavam carregados de aglomerados de ferro,
encontrados na superficie dos alvéolos e no tecido intersticial dos septos interalveolares.
Aglomerados azuis (+++) foram encontrados associados a processos inflamatorios, vasos

sanguineos e bronquiolos (Figura40 g, f, g).
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Figura 37: Fotomicrografia de pulméo dos animais tratados com FM-AnfoB. 12 horas (a, b, ¢
ed), 1 dia (e f). Em a, c, e coloracéo HE e b, d, f coloragcdo de Perls. As setas indicam
aglomerados de nanoparticulas.



Figura 38: Fotomicrografia de pulmé&o dos animais tratados com FM-AnfoB. 7 dias (a, b, c e
d), 15 dias (e, f). Em a, c, e coloragdo HE e b, d, f coloragcdo de Perls. As setas indicam
infiltrado inflamatdrio e a marcacéo amarelaregido de aglomerados de nanoparticul as.
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Figura 39: Fotomicrografia de pulmé&o dos animais tratados por 30 dias. Controle (a, b),
AnfoB (c, d), FM-AnfoB (e, f). Em a, c, e coloragdo HE e b, d, f coloracdo de Perls. As setas
indicam infiltrado inflamatério e a marcacdo amarela regido de aglomerados de
nanoparticulas.



Figura 40: Fotomicrografia de pulm&o dos animais tratados por 80 dias. Controle (a, b),
AnfoB (c,d), FM-AnfoB (e, f e g). Em a, ¢, e coloragcdo HE e b, d, f, g coloracéo de Perls. A
marcacdo amarelaregido de aglomerados de nanoparticul as e a azul espessamento pulmonar.
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5.1 Consider aghes sobre a amostra e os tratamentos

A amostra FM-AnfoB, fluido magnético constituido por nanoparticulas magnéticas
recobertas com DM SA e associadas a anfotericina B, foi investigada neste trabalho em relacéo a
sua bicompatibilidade e possibilidade de uso como carreador da anfotericina B.

A anfotericina B apresenta uma atividade clinica Util contra a Paracoccidioides
brasiliensis, mas apresenta limitagdes ndo sO devido a nefrotoxicidade, mas também por precisar
ser administrada durante um longo periodo, fatores que levam o paciente a interromper o
tratamento. Apds administracdo, as maiores concentracfes da anfotericina B convencional séo
verificadas no figado e no baco e em quantidades menores nos rins e nos pulmdes. Os efeitos
colaterais associados incluem: febre, mal estar, hiperpnéia, frio e hipertensdo arterial, ocorrendo
comumente flebite. Além de ser nefrotdxica, pode dar hipopotassemia, hipomagnesemia e
diminuicéo dos niveis do hematdcrito [49].

Um tratamento mais eficaz da Pbmicose seria concentrar o farmaco no local de interesse,
uma vez que é uma patologia de evolugdo crénica com acometimento pulmonar, minimizando os
efeitos colaterais associados com a administracdo do antifingico. O desgjado carreamento da
droga para 0 pulmé&o poderia ser exercido por NPM adequadamente desenvolvidas. O fato de que
as propriedades magnéticas das NPM sdo distribuidas por todo o fluido onde estdo inseridas faz
delas boas candidatas para uso como carreadores de drogas. Além disso, estudos revelaram que
entre muitas amostras, as NPM recobertas com acido dimercaptossuccinico (DMSA) tendem a
acumular-se preferencialmente no pulméo [48]. Em consequéncia, estas NPM poderiam ser
utilizadas como carreadores de drogas para o pulmao, incluindo-se a entrega do antifungico
anfotericina B (FM-AnfoB) para o tratamento da Pbmicose.

O desenvolvimento de novas formulagfes de drogas utilizadas na pratica clinica pode
reduzir efeitos colaterais, aumentar a adesdo do paciente ao tratamento, reduzindo os custos dos
tratamentos [49]. A eficiéncia da entrega de droga para diversas partes do organismo esta
diretamente relacionada com o tamanho das particulas. Os sistemas de entrega de droga mediados
por nanoestruturas aumentam potencialmente a distribuicdo da droga, melhoram a liberacéo de
entrega de drogas e possibilitam uma acdo especifica da droga [50], com reducdo da sua

toxicidade [51, 52] e, eventuamente, da dose administrada [53]. Os sistemas de entrega de



drogas em nanoescala podem ser utilizados na terapia pulmonar [54] e tem sido descrito que o
melhor deles € conseguido com nanoparticulas com didmetro menor que 100 nm [54] que
possibilitam maior distribui¢do da droga no pulmao e liberagdo da droga encapsulada.

Muitos estudos estdo sendo realizados para desenvolver sistemas de entrega de drogas que
possibilitam reducdo da toxicidade ocasionada pela administracdo da anfotericina B, e
formulacdes lipidicas, como sistemas coloidais e lipossomais, ja estdo disponiveis no mercado
famacéutico. No entanto, o custo do tratamento utilizando essas formulagfes é ato, demandando
0 desenvolvimento de formul agdes menos dispendiosas [55, 56, 57, 58].

Neste trabalho, a amostra FM-AnfoB foi desenvolvida na tentativa de, além de diminuir
0s custos, reduzir os efeitos colaterais, aumentar a adeséo do paciente ao tratamento e direcionar
o fa&rmaco para o sitio de acdo da doenga. No tratamento dos animais, a nanoformulagéo
possibilitou menor quantidade de administraces (tabela 1) devido a liberacdo do farmaco ser
controlada, ainda que a dose administrada a cada 3 dias fosse equivalente a soma das 3 doses de
AnfoB administrada em 3 dias consecutivos. Esta forma de tratamento, por si sO, é benéfica por
ocasionar menor estresse nos animais.

Em relagcdo ao peso corporal, observou-se que ndo houve diferengas significativas em
nenhum dos grupos de animais tratados ou controles. Embora fosse esperado ganho de peso ao
longo de 80 dias de experimento, os dados demonstram que os tratamentos com AnfoB e FM-
AnfoB ndo geram qualquer efeito nutricional desfavordvel em adicdo ao do estresse por
manipulacdo didria dos animais. /e interessante observar que estes dados diferem do trabalho de
Amara (comunicagdo pessoal) em que o tratamento com anfotericina B convencional em animais
infectados com Pbmicose induziu uma reducéo significativa no peso corporal desses animais
enquanto o tratamento com o f&rmaco nanoformulado evitou esse efeito adverso.

A mortalidade observada ap6s 70 dias de tratamento com FM-AnfoB deve ser melhor
analisada, uma vez que as andlises feitas ndo permitem uma explicacdo plausivel. Apods
tratamento com FM-AnfoB ocorre diminuicdo significativa, tanto da viabilidade celular no
peritdnio, quanto da percentagem de eritrocitos policrométicos na medula éssea, mas ndo téo
expressiva que explique a mortalidade dos animais. Considerando que a amostra propicia um
direcionamento eficaz da droga ao local de acdo da doenca e a concentracdo inibitéria minima
para o tratamento fungico € constante, talvez o tempo de tratamento possa ser reduzido a fim de

evitar esses efeitos adversos.



85

E importante lembrar que foram realizadas 27 injecdes de amostra contendo NPM. Muitas
outras amostras de fluidos magnéticos foram avaliadas nos laboratérios de Genética e Morfologia
do IB, UnB [9, 48, 61, 26, 101, 102, 103], mas, em sua grande maioria, envolviam apenas uma e
no maximo duas aplicacdes da amostra, ainda que em concentracdo final equivalente ou mesmo
maior do que a testada neste trabalho. Os dados obtidos com este tratamento podem ter relevancia
para outras possiveis aplicacbes biomédicas de materiais magnéticos que demandem vérias

aplicagdes sucessivas.

5.2 Consider agdes sobre a anélise citométrica

O hemograma é muito utilizado para avaiar quantitativa e qualitativamente os
componentes celulares do sangue. Os itens avaliados neste estudo foram os leucdcitos totais e a
contagem diferencia de leucdcitos que possibilitam definir a influéncia das substancias testadas
sobre essas células. Os leucdcitos participam da defesa do organismo contra agentes infecciosos e
substancias estranhas. Quando € necess&rio ativar uma resposta a um agente estranho uma
guantidade suficiente de leucocitos € recrutada para destruir e digerir 0s organismos e substancias
prejudiciais. Os leucdcitos originam-se de células precursoras na medula éssea que amadurecem
em cinco tipos principais de leucdcitos. neutrdéfilos, linfécitos, mondcitos, eosinéfilos e basdfilos.
Variagdes no nimero de leucdcitos podem ocorrer em situacdes fisiol 6gicas ou de doenca [59].

Os neutrofilos, eosindfilos e baséfilos sdo chamados de granuldcitos por apresentarem
granulagdes especificas no citoplasma e os linfécitos e mondcitos sdo 0s agranulocitos [60]. A
destruicdo ou sequiestro de um ou varios destes tipos celulares pode levar aleucopenia[9].

A administragdo de AnfoB induziu leucopenia significativa em 12 horas e 15 dias,
enquanto a FM-AnfoB o fez de forma mais branda e apenas ap0s o tratamento por 15 dias. Esse
achado é provavelmente consequéncia da reducdo de linfacitos, a populagdo mais abundante no
sangue dos camundongos [9], ainda que as outras populacdes de células tenham apresentado
alteracdo apds os tratamentos [61]. A linfopenia ou linfocitopenia ocorre na fase aguda das
inflamagBes, em viroses imunodepressoras € em processos infecciosos graves e tem sido

observado em varios testes com amostras magnéticas.
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A leucopenia é quase sempre devido a um processo patolégico e acontece quando a
contagem total de leucdcitos fica abaixo do nivel minimo considerado para aquela espécie. Pode
resultar de um ou mais fatores, como a diminui¢cdo da producéo em casos de danos na medula
Ossea ou necrose do tecido linféide, granulopoiese inefectiva ou diminuicdo da liberagdo na
circulagdo, aumento na utilizacdo ou destruicdo, como nos casos de sepse. As causas mais
comuns sdo algumas doencas por virus, septicemia ou toxemia bacteriana, alguns casos de
leucemia, anafilaxia, substancias toxicas, drogas ou outros compostos quimicos, que competem
na utilizacdo do &cido folico pelas células e ainda deficiéncias nutricionais [59]. Em acordo com
nossos dados, a leucopenia tem sido relatada em pacientes que recebem tratamento com AnfoB
[62]. E interessante observar que nos tempos mais longos (30-80 dias) a alteracdo significativa do
numero de leucdcitos em relacdo ao controle ndo foi observada, nem sequer para as sub-
popul agdes leucocitérias.

Apos 7 dias, o tratamento com FM-AnfoB induziu neutrofilia, mas esse fato ndo gerou
alteragdes na contagem global devido a seu valor pequeno em relacdo a populacdo de linfécitos.
O aumento do nimero de neutrofilos jovens na circulagdo, acimado normal da espécie, ocorre na
fase aguda dos processos inflamatérios, por uma liberacdo mais acelerada dessas células pela
medula. Pode ocorrer uma neutrofilia fisiol égica que ndo tem relacdo com alteracfes patol dgicas;
causada por uma liberacéo subita dos neutréfilos do compartimento marginal, 0 que ocorre apos
as refeicdes, na gestacdo, apos exercicios violentos ou prolongados, apos vomitos ou convul sdes
e no estresse. A neutrofilia observada neste trabalho é devido a um processo pré-inflamatério
gerado pela presenca de particulas magnéticas na amostra FM-AnfoB, a exemplo do que foi
anteriormente observado apds administracdo das mais diferentes amostras magnéticas [61].

A contagem de mondcitos diminuiu apds tratamento com AnfoB por 12 horas. A
monocitopenia ndo € ateracdo significante, pois pequenos numeros destas células sdo
normal mente observados [59]. Os mondcitos pertencem ao sistema mononuclear fagocitario,
atuam nos dois tipos de defesa (reacdo inespecifica e reacdo imune especifica) e no sangue
circulante estdo continuamente sendo mobilizados para se transformarem em macréfagos, que
s80 células que atuam nas defesas teciduais [63, 64, 65].

Diferente das demais, as populacdes de eosindfilos, que sinaliza processos alérgicos, e de

basofilos ndo sofreram alteragdes com os tratamentos.
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5.3 Consider a¢des sobr e 0s exames bioquimicos

As andlises bioguimicas possibilitam a monitorizagcdo, prognoéstico, diagndstico,
tratamento, investigacdo de doencas e ainda podem ser utilizadas para avaliar a toxicidade de
substancias. Os exames bioquimicos realizados permitiram a andlise da funcdo renal e hepatica
dos animais ao longo do tratamento com AnfoB e FM-AnfoB. Uma vez que a anfotericina B
pode ser nefrotdxica, avaliamos seu efeito no estado convencional e a nova formulacéo
desenvolvida.

O teste da alanina amino transferase é muito Util na pratica clinica por avaliar a funcéo
hepética e monitorar os danos causados, embora ndo permita detectar a extensdo dos danos
hepaticos. Para a determinacdo utilizou-se o sistema em modo cinético da ALT. A ALT catalisa
especificamente a transferéncia do grupo amina da aanina para o cetoglutarato, com formagéo de
glutamato e piruvato. O piruvato € reduzido a lactato por agéo da lactato desidrogenase, enquanto
a coenzima NADH é reduzida a NAD. A reducdo da absorbancia em 340 ou 365 nm,
conseqiente a oxidacdo da NADH, é analisada fotometricamente, sendo diretamente
proporcional aatividade da ALT naamostra [66].

Elevacbes das transaminases ocorrem nas hepatites (viral e toxica), na mononucleose,
cirrose, colestase, carcinoma hepédtico primério ou metastésico, pancreatite, rabdomidlise,
traumatismo extenso e no choque prolongado [66].

A administragdo de AnfoB gerou alteracBes ndo significativas nos niveis séricos dos
animais tratados, mas no tratamento de maior duracdo, 80 dias, houve um aumento significativo
na quantidade da ALT comparado com 0 mesmo tratamento nos diferentes tempos, sugerindo que
um tratamento mais longo pode ocasionar danos hepaticos. Essa auséncia de hepatotoxicidade
apos tratamento com AnfoB esta de acordo com resultados encontrados ao utilizar a anfotericina
B convencional na dose de 0,6mg/Kg/dia e também formulacdo lipossoma do farmaco
(Img/Kg/dia) [58].

A administragdo de FM-AnfoB gerou ateracfes entre os tratamentos e tempos, porém néo
significativas. Ao contrério de dados que retratam aumento nos niveis da ALT apds uso de
nanoparticulas magnéticas [67], os resultados deste trabalho sdo positivos, umavez que a amostra

testada ndo gera dano hepatico, mesmo quando administrada em até 27 doses sucessivas. A
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compatibilidade hepatica encontrada com FM-AnfoB foi também notada no estudo de Medarova
et a. (2007) que utilizou nanoparticulas magnéticas [68].

Para a determinacdo da FA em amostra de sangue foi utilizado o método cinético de
tempo fixo e medicdo de ponto fina. A FA do soro hidrolisa a timolftaleina monofosfato
liberando timolftaleina, que tem cor azul em meio acalino. A intensidade de cor formada,
diretamente proporcional a atividade enzimética, € medida em espectofotdbmetro no comprimento
de onda 590 nm. O produto final dareacéo é constituido de uma mistura de cor azul e cor propria
do substrato [69].

A FA é produzida por muitos tecidos, principamente pelos ossos, figado, intestinos e
placenta e € excretada pela bile. A dosagem sérica desta enzima € particularmente Gtil na
investigacdo das doencas hepatobiliares e dsseas. Os niveis elevados ocorrem em doencas 0sseas
caracterizadas por um aumento da atividade osteoblastica, doengas obstrutivas das vias hiliares,
metastases hepaticas, doencas granulomatosas e na cirrose hepética. Niveis reduzidos da FA sdo
encontrados na desnutri¢&o cronica, na hipofosfatasemia e, ocasionalmente, no hipotireoidismo e
anemiaperniciosa[69].

Ha estudos mostrando que nanoparticulas magnéticas induzem aumento na concentragdo
sérica da fosfatase alcalina, dependendo da substancia associada a elas [68]. Neste trabalho foi
possivel observar que em 24 horas a FA sérica foi significativamente maior no tratamento com
FM-AnfoB. Cabe ressaltar que esse aumento foi transitorio, significativo apenas em 24 horas.

Hepatotoxicidade é considerado um efeito colateral raro induzido pela anfotericina B [70].
Ha estudos de caso que mostram que um paciente com leucemia mieléide recebeu tratamento
com anfotericina B em atas doses durante 18 dias para o tratamento de pneumonia fungica, foi
notada uma elevagdo assintomética nos niveis de FA, ALT e bilirrubina, retornando ao normal
gquando a administracdo foi interrompida [71]. Foi relatado que a formulagdo lipossomal de
anfotericina B induz aumento na concentracdo séricade FA e ALT [72], o que mostra vantagens
daFM-AnfoB emrelacdo aFA.

A determinagdo quantitativa da atividade da y-glutamil transferase (GGT) no plasma foi
realizada por fotometria em modo cinético [73]. A gama-glutamiltransferase (GGT), também
chamada de gama-glutamiltranspeptidase ou gama-gt, participa na transferéncia de aminoacidos
através das membranas celulares e, possivelmente, do metabolismo da glutationa. As

concentracbes mais atas de GGT encontram-se nas membranas celulares e tubulos renais,
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todavia a enzima também aparece no figado, epitélio do trato biliar, pancreas, linfocitos, cérebro
e testiculos. Este teste é usado para medir os niveis séricos de GGT e fornece informagdo sobre
doenca hepato-hbiliar, avalia a funcdo hepética e detecta aingestéo de acool.

A andlise da GGT urinaria tem sido utilizada como um bom método diagndstico para
lesdo ou disfuncéo tubular renal [74]. Os resultados encontrados neste trabalho permitem concluir
gue AnfoB e FM-AnfoB néo geraram alteracdo nos niveis séricos de GGT.

A uréia é o maior produto do catabolismo de proteinas em animais, sintetizada
primariamente no figado e secretada pelos rins, funciona como um veiculo para remocéo da
amonia toxica do organismo. A determinacdo da uréia € muito utilizada na prética clinica para
avaiar afuncédo renal [75, 76].

Foi utilizado o sistema enzimatico-colorimétrico para determinar a uréia nas amostras de
sangue. A uréia é hidrolisada pela urease a ions amoénio e CO,. Os ions ambnio reagem em pH
alcalino com sdlicilato e hipoclorito de sddio, sob a acéo catalisadora do nitroprussiato de sodio
paraformar azul de indofenol. A intensidade de cor formada é proporcional a quantidade de uréia
naamostra[77].

Fisiologicamente, a uréia se eleva devido a dieta hiperprotéica ou com a idade. Sua
diminuicdo ocorre durante a gravidez normal e em individuos com dieta hipoprotéica e ato teor
glicidico. Elevagbes protéicas também ocorrem por catabolismo elevado (febre, septicemia) e
hemorragias internas, principamente do trato gastrointestinal. As elevages da uréia por defeito
de excrecdo se devem a causas pré-renais (insuficiéncia cardiaca congestiva), causas renais
(nefrites, pielonefrites e insuficiéncia renal aguda ou crénica). As causas poés-renais sdo
obstrugdes no trato urinério (calculos, polipos ou carcinomas). Diminuicdo da uréia ndo tem
expressao clinica, mas pode indicar insuficiéncia hepética [75] que deve ser medida utilizando
outros parametros. A dosagem sérica de creatinina € considerada mais especifica para a avaliagéo
da funcdo glomerular, mas pode ser menos sensivel em algumas doencas renais precoces. A
disfuncdo renal é melhor avaliada por meio das dosagens de uréia e creatinina associadas [77].

A administragdo intraperitoneal de AnfoB e FM-AnfoB n&o induziu aumento nos niveis
de uréia sérica dos animais tratados, portanto revela que a dose utilizada e a duracdo do
tratamento ndo geram danos renais. Estudos mostram que o aumento dos nivels séricos de uréia
induzido por nanoparticulas pode estar relacionado com a dose administrada, ou seja, em doses

menores 0s hiveis ndo sdo alterados, mas quando se aumenta a dose administrada, a quantidade
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de uréia eleva significativamente [78]. Apesar da nefrotoxicidade ser um efeito adverso da
AnfoB, o mesmo ndo pdde ser identificado no presente trabalho. Em relagdo a uréia sérica,
portanto, ndo foi possivel atestar que as formulagBes nanoparticuladas podem evitar a
nefrotoxicidade causada por farmacos [76].

A creatinina, molécula quimica proveniente do metabolismo muscular [79], € produzida a
partir da creatina, molécula de grande importancia para a producéo de energia nos musculos.
Aproximadamente 2% da creatina do organismo s&o convertidos diariamente em creatinina. Esta
€ transportada pela circulagcdo sangiinea aos rins, onde a maioria é filtrada e eliminada na urina
[80].

Para a determinacdo da creatininafoi utilizado o sistema colorimétrico. A creatininareage
com a solugdo de picrato em meio acalino formando um complexo de cor vermelha que é
medido fotometricamente. A adicdo de um acidificante abaixa o pH para 5,0, promovendo a
decomposicdo do picrato de creatinina, permanecendo inalterada a cor derivada dos cromogénios,
gue também € medida fotometricamente. A diferenca entre as duas leituras fornece o valor da
creatininaverdadeira[81].

A creatinina € um marcador muito Util para avaliar a funcdo renal, principalmente da
filtracdo glomerular [79, 80], em virtude da sua independéncia de fatores como dieta, grau de
hidratacdo e metabolismo protéico. A creatinina plasmatica € um teste de funcéo renal mais
seguro que a uréia. Nas doengas renais a cretinina se eleva mais vagarosamente que a uréia e se
reduz mais vagarosamente com a hemodidlise. Insuficiéncia cardiaca congestiva, choque e
obstrugdo mecénica do trato urinério provocam também elevagdo da creatinina plasmatica [81].

No presente trabalho ndo houve aumento significativo nos niveis de creatinina sérica apos
os tratamentos com Anfo B e FM-AnfoB. Pode-se dizer, portanto, que 0s tratamentos ndo
geraram nefrotoxicidade. Apesar do potencia nefrotdxico da anfotericina B ser conhecido, alguns
fatores podem ter influenciado a ndo elevacdo da creatinina sérica nos animais tratados com
AnfoB. Estudos mostram que a administracéo intravenosa de 3mg/Kg representa a dose letal de
anfotericina B, sendo 1,5mg/Kg a dose terapéutica capaz de gerar nefrotoxicidade. Com base
nessas informagdes, a dose utilizada neste trabalho foi 2mg/Kg de Anfo B, viaintraperitoneal .

Uma possiblidade para explicar a ndo nefrotoxicidade de AnfoB neste estudo seria a da
via de administracdo. Ao utilizar aviaintraperitoneal deve ser levada em considerac&o a absorcéo

do farmaco e a biodisponibilidade deste apds a absor¢do. Quando o farmaco é administrado pela
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via intravenosa ndo passa pelo processo de absorcdo, ou sgja, a dose administrada estara
completamente biodisponivel e, consequentemente, seus efeitos podem ser maiores.

O estudo de Tiyaboonchai & Limpeanchob [82] demonstra a nefrotoxicidade induzida
pela anfotericina B, o Fungizone®, em diferentes doses (1, 4 e 8mg/Kg), via intravenosa,
comparada com uma nova formulagcdo de anfotericina B nanoparticulada. A anfotericina B
nanoparticulada mostrou-se biocompativel, uma vez que ndo gerou nefrotoxicidade nos animais
tratados. Estudos com outros farmacos que sdo nefrotdxicos, como ciclosporina demonstram a
reducdo ou auséncia desse efeito colateral quando o famaco estd em formulagdo nanoparticulada
[79]. Estes dados revelam que a reducdo de efeitos colaterais gerados apds administracéo de
determinadas drogas pode ser evitado utilizando nanoparticul as.

O tratamento com AnfoB e com FM-AnfoB ndo causaram toxicidade renal e hepética, o
que também foi verificado no trabalho de Amaral utilizando a mesma dose e via de administracéo
(comunicagéo pessoal). Apesar da concentracdo de anfotericina B administrada no tratamento
com FM-AnfoB extrapolar o limite toleravel (2.7mg/Kg/dia), ndo causou os danos rena e
hepaticos, provavelmente por causa da baixa circulagdo sanguinea efetiva de anfotericina B
liberada gradualmente da nanoformulacdo. A nefrotoxicidade induzida pela Anfotericina B
poderia ser detectada pelo aumento dos niveis séricos de creatinina [83, 84].

Para avaliar a nefrotoxicidade induzida pelo tratamento com anfotericina B e compara-laa
do tratamento com FM-AnfoB a fim de verificar diferencas nos tipos de formulagédo, deve-se
considerar a via de administracéo e gustar a dose para que segja equivalente nas duas diferentes
formulagBes. Outra possibilidade seria analisar mais parametros que favorecam aidentificacéo de
substancias nefrotdxicas, como a producdo de malonil dialdeido, H,O, e glutationa presente nos
glomérulos [85]. O estudo de Park et al. (2006) mostra que a utilizacdo de nanoparticulas

magnéticas ndo altera os niveis de creatinina e uréia nos animais tratados [67].

5.4 Consider acdes sobr e a contagem diferencial de células peritoneais

As células presentes em maior quantidade na cavidade peritoneal, os macréfagos, atuam

na resposta priméria contra infecgdes, cancer [86] e substancias estranhas e estdo também
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envolvidos na regulacdo da resposta aguda e liberacdo de monocinas interleucina-1 (IL-1), IL-6,
TNF-a e metébolitos do acido aracddnico [86]. S&o células que, juntamente com os neutrofilos,
apresentam atividade fagocitaria sempre estimulada na presenca de materiais particul ados.

Os tratamentos com AnfoB e FM-AnfoB ndo induziram ateragbes significativas na
populacdo de macréfagos, quando comparadas ao controle. Entretanto, é possivel observar que,
apos administracdo de FM-AnfoB ocorreu decréscimo (12h) de cerca de 30% nessa popul acéo
gue foi, de certa forma, compensado pelo acréscimo inicial também aproximado de 25% da
populacdo de neutrofilos.

Observa-se uma tendéncia ao aumento da populagdo de linfécitos durante todo o
experimento, em todos 0s grupos, mesmo no controle, o que provavelmente evidencia processo
de migrac&o de células para o peritdnio, estimulado pelas injegdes intraperitoneai s frequentes.

Resposta aérgicafoi sugerida pelo aumento de eosindfilos nos animais tratados com FM-
AnfoB ou AnfoB, mas principalmente no primeiro grupo de animais. Nos tratamentos com 80
dias, este efeito ndo foi mais evidenciado.

Respostas diversas a presenca de nanoparticulas magnéticas tem sido observada em testes
biol 6gicos com a utilizagcdo de amostras de diferentes composic¢des [61, 87]. Os tratamentos com
AnfoB e FM-AnfoB induziram alteracdes nas populactes de células peritoneais, de forma gera
mai s frequentes quando as nanoparticulas foram utilizadas (FM-AnfoB), denotando um processo
inflamatorio [88, 89]. Cabe ressaltar, entretanto gque, considerando o longo tratamento a que
alguns grupos foram submetidos, as alteragdes nas populagdes leucocitérias ndo foram muito

Severas.

5.5 Consider acdes sobre a viabilidade de células peritoneais

Inimeras metodologias tém sido desenvolvidas para analisar a viabilidade celular. O teste
de Vviabilidade das células peritoneais fornece informacBes relacionadas com a
biocompatibilidade da amostra a ser testada. Utiliza-se a nigrosina, corante vital que possibilita
uma diferenciacdo rapida e fécil das células vivas e mortas. Neste teste as células mortas

aparecem coradas, devido a perda da seletividade de sua membrana permitindo a entrada do
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corante, e as células ndo coradas indicam a integridade da membrana. A proporcao da mesma
possibilitaavaliar aviabilidade celular na presenca de agentes exdgenos [90].

Os tratamentos com AnfoB e FM-AnfoB pouco afetaram a viabilidade celular peritoneal.
No primeiro tempo experimental (12h), FM-AnfoB induziu uma redugdo significativa na
fregliéncia de células viaveis, indicando que pode provocar morte celular. A citotoxicidade pode
ser induzida pela administracdo de substéncias estranhas ou pela presenca de ferro nas
nanoparticulas, uma vez que esse metal tem a capacidade de aceitar e doar elétrons, danificar
tecidos, pois catalisa a conversdo de perdxido de hidrogénio em radicais livres que atacam
membranas celulares, proteinas e DNA [91]. Esse resultado estd de acordo com dados obtidos
apos administracao intraperitoneal de nanoparticulas de magnetita cobertas com dextrana, acido
dimercaptossuccinico ou acido citrico. Foi mostrado que o uso de quelante de ferro pode
minimizar os efeitos de amostra magnética na viabilidade de células peritoneais [92].

E necessério considerar também que a migragio de células do sangue para o peritonio
pode, de alguma maneira, mascarar um possivel efeito danoso na sobrevivéncia de células
peritoneais. De qualquer forma, os resultados obtidos sdo bastante interessantes, tendo em vista
que outras amostras magnéticas reduziram de forma mais expressiva a viabilidade celular. Além
disso, merece atencdo o fato de que a reducdo na viabilidade (significativa em 7 dias) parece as

vezes estar simplesmente associada com o nimero grande de injegdes intraperitoneais.

5.6 Consider ac¢des sobre 0 ensaio de microndcleo

Na toxicologia é essencia 0 estudo de danos ao DNA, pois mutagcdo cromossdmica € um
evento importante na carcinogénese e em outras patologias importantes [93]. Vé&rios testes sdo
indicados pelas agéncias internacionais e instituicbes governamentais utilizados para avaliar a
genotoxicidade e o teste de micronicleo em medula 6ssea de roedores in vivo € amplamente
aceito e recomendado para a avaliagdo e o registro de novos produtos quimicos e farmacéuticos
gue entram anualmente no mercado mundial [94].

Esse teste consiste na avaliacdo de microntcleos em eritrécitos normo- e policrométicos e

€ um ensaio in vivo amplamente utilizado para a deteccéo de agentes clastogénicos (que quebram
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Cromossomos), e de agentes aneugénicos (que induzem aneupl oidia ou segregacdo cromossomica
anormal) [94, 95] induzidos por uma substancia teste [100]. Na medula 6ssea, um eritroblasto
desenvolve em eritrocito policromatico, sendo esse formado apds extrusdo do nucleo. Qualquer
micronucleo formado pode permanecer no citoplasma e é facilmente visualizado, pois essas
células sdo anucleadas [96]. Sao considerados microntcleos os corpusculos que, em relacdo ao
nucleo, apresentam aproximadamente 1/3 do seu tamanho, estando nitidamente separados, com
bordas distinguiveis, mesma cor e refringéncia [95]. Os eritrécitos policromaticos sdo eritrocitos
imaturos que ainda contem ribossomos. Por esta razéo podem ser diferenciados dos eritrocitos
normocrométicos por coloracdo seletiva dos ribossomos [97].

O teste possibilita ainda avaliar se a substancia testada € citotoxica, a partir da andlise da
%EPC [97]. De acordo com dados previamente estabelecidos, a toxicidade excessiva na medula
Ossea esta associada com a depressdo de 80% ou mais do valor do controle [94].

Para validar o experimento utilizou-se a ciclofosfamida, substancia reconhecidamente
genotoxica [97], como controle positivo [94]. O grupo tratado com ciclofosfamida apresentou
aumento significativo na freqtiéncia de micronicleo em EPC [94], atestando que 0 ensaio
funcionou adequadamente.

No presente trabalho, o teste de MN foi realizado em camundongos tratados com PBS,
AnfoB e FM-AnfoB 1,7, 15, 30 e 80 dias apds a administracdo intraperitoneal. A anfotericina
livre (AnfoB) aumentou significativamente o nimero de micronlcleos tanto nos eritrocitos
policromaticos, quanto nos normocrométicos, nos periodos mais longos (30 e 80 dias) de
tratamento, mostrando, portanto, potencial genotéxico dependente da dose e do tempo de
tratamento.

Na literatura ha dados incompletos quanto ap potencial carcinogénico e mutagénico do
medicamento. A bula do Anforicin B® ndo contém essa informacdo, o Fungizon ® (Anfotericina
B com desoxicolato de sodio) traz como informagdo que ndo foram realizados estudos em longo
prazo em animais para avaliar o potencial carcinogénico, mutagénico ou se este medicamento
afeta a fertilidade em machos e fémeas [98]. Para 0 Amphocil® ndo foi realizado estudo para
avaliar o potencial carcinogénico, mas ndo é mutagénico a partir da andlise da medula 6ssea de
ratos [99].

Contrariamente ao observado com a amostra AnfoB, a amostra FM-AnfoB néo apresentou

atividade genotdxica nas células policromaticas, nem sequer nas normocrométicas. Este € um
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dado relevante, pois indica que essa formulagdo ndo causa instabilidade genémica sobre as
células da medula 6ssea de camundongos sadios e que a anfotericina B nanoestruturada evita que
o potencial genotoxico do farmaco em questdo se manifeste. Estudos com nanoparticulas
magnéticas estdo sendo realizados e amostras com composices variadas ndo apresentaram
atividade genotéxica, como observado com a administracdo de dose Unica de nanoparticulas de
magnetita recobertas com acido poliaspartico [26], magnetolipossomas com nanoparticulas de
magnetita recobertas com &cido laurico [101], nanoparticulas de maghemita recobertas com
citrato [102] ou com polifosfato [9]. E necessario salientar que o resultado favoréavel obtido com
FM-AnfoB, € muito interessante, uma vez que foram administradas multiplas doses nos
camundongos, sobretudo nos tratamentos por 80 dias.

A andlise do percentual de eritrocitos policromaticos dos tratamentos mostra que a
administragdo intraperitoneal de FM-AnfoB leva a citotoxicidade nas células da medula 0ssea,
apos 80 dias de tratamento. Esses resultados diferem dos encontrados em trabal hos anteriores nos
quais se aplicou Unica dose de fluido magnético [102, 103]. E interessante notar que foi
exatamente no tratamento com a amostra FM-AnfoB por 80 dias que se observou o menor valor
de viabilidade celular das células peritoneais.

Em sintese, o teste de MN mostrou potencial genotoxico no tratamento com AnfoB, a
reducdo deste quando o farmaco é nanoestruturado e a citotoxicidade induzida pelo tratamento
com FM-AnfoB. Essa citotoxicidade poderia ser evitada pela reducéo do tempo tratamento com
FM-AnfoB, uma vez que o direcionamento eficaz para o sitio especifico, proposta por essa hova

formulacdo, possibilita reducéo da dose e do tempo de tratamento.

5.7 Consider agdes sobre a analise histoldgica

A andlise histol 6gica em microscopia de luz mostrou que a amostra FM-AnfoB contendo
nanoparticulas magnéticas vai para os pulmdes, figado e baco, observacdo possivel gragas a
presenca de aglomerados de nanoparticul as presentes nesses 6rgaos.

Na andlise histologica, os aglomerados de nanoparticulas apresentam coloracdo marrom

guando as laminas sdo coradas com HE [104] ou azul, quando usado o método de Perls
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(coloragéo de Prussian). A cor azul neste método é provavelmente consequéncia do fato de que,
guando interiorizadas pelas células as nanoparticulas tendem a perder parcial ou totalmente a
cobertura [10]. A reacdo ocorre com o tratamento dos cortes dos 6rgéos em solugfes acidas de
ferrocianeto. O ion férrico (+3) no tecido combina com o ferrocianeto e resulta na formagéo do
pigmento azul intenso [105].

O ferro tem a capacidade de aceitar e doar el étrons, por isso € fisiologicamente essencial
como componente dos citocromos e moléculas ligantes de oxigénio. Entretanto, é também
perigoso, pois pode danificar tecidos catalizando a conversdo do peréxido de hidrogénio em
radical livre que ataca as membranas, proteinas e 0 DNA das células. Estes danos séo reduzidos,
em condic¢des normais, devido a regulacéo do metabolismo de ferro que impede concentracéo de
ferro livre capaz de gerar esses danos, mas a sobrecarga de ferro pode amplificar os efeitos
prejudiciais da superproducéo do superdxido, induzindo processo inflamatério agudo e crénico
[91].

O rim controla a eliminacdo de diversas substéncias resultantes do metabolismo dos
nutrientes, sobretudo das proteinas. Também atua na regulagdo da concentragdo de é&gua,
eletrolitos e ndo-eletrélitos no meio interno, possuindo papel muito importante na manutencéo da
homeostase. Neste trabalho ndo foram encontrados aglomerados de nanoparticulas nesse érgéo,
ao contrério do que foi encontrado em estudos anteriores apos a administragdo de outras amostras
de nanoparticulas magnéticas [102]. Coincidentemente com esses trabalhos, infiltrados
inflamatérios foram encontrados nos rins de animais controle [102]. Por esta razéo, os infiltrados
inflamatérios observados apos tratamentos com as amostras AnfoB e FM-AnfoB ndo podem ser
interpretados como efeitos destes farmacos. Entretanto, no tratamento de maior duracéo (80 dias)
com AnfoB foram observados processos inflamatdrios severos em um dos animais testados,
sugerindo um possivel efeito nefrotdxico dependente da dose e do tempo de tratamento. Esse
dado € interessante uma vez que mesmo apds administracdes sucessivas de nanoparticulas da
nova formulacdo FM-AnfoB este processo inflamatério severo ndo foi observado e, portanto,
pode-se dizer que a amostra € potenciadmente menos téxica ao rim que a formulacéo
convencional de anfotericina B [56].

No baco nenhuma ateracdo histolégica foi observada nos diferentes tempos e
tratamentos. A partir de 24 horas até 80 dias o tratamento com FM-AnfoB observou-se a maior

guantidade de aglomerados azuis no 6rgdo, indicando que o ferro se acumulou nesse Orgéo.
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Estudos com outras amostras de nanoparticulas mostraram que ndo causam danos no baco,
embora formem aglomerados de nanoparticulas nos mesmos [9, 102]. O baco é um 6rgdo
naturalmente rico em ferro e para reconhecer o ferro proveniente das nanoparticulas magnéticas
outras técnicas que ndo a microscopia de luz teria que ser usada. A ressonancia magnética foi
usada em investigacdes anteriores com este proposito.

O ferro remanescente do organismo € encontrado nos hepatdcitos e macréfagos do
sistema fagocitico mononuclear servindo como depdsito, através do metabolismo de primeira
passagem hepética uma quantidade de ferro pode ser enviada para a circulagdo sanguinea e se
ligar a transferrina. Os macréfagos ingerem células vermelhas senescentes, degradam a
hemoglobina e o ferro € carreado pela transferrina para ser reutilizado [106].

No figado, alteragdes histolégicas ndo foram observadas, exceto pela constatacdo de
processos inflamatérios encontrados nos controles e também nos tratamentos com AnfoB e FM-
AnfoB. De maneira geral, 0s processos inflamatérios foram maiores nos animais tratados com a
amostra AnfoB do que com FM-AnfoB, sugerindo uma vez mais efeitos benéficos no uso de
formul agBes nanoestruturadas. Poucos animais tratados com a amostra FM-AnfoB apresentaram
aglomerados de nanoparticulas, ao contrario do que foi verificado apés tratamento com outros
fluidos magnéticos a base de nanoparticul as de maghemita recobertas com polifosfato [9] ou com
citrato [102]. E plausivel que haja nanoparticulas no 6rgdo cuja deteccio por microscopia de luz
sgjaimpossibilitada devido ao tamanho das mesmas.

Dentre os 6rgéos investigados, os pulmdes € que apresentaram as alteragdes histol gicas
mais expressivas. A amostra AnfoB induziu espessamento das paredes alveolares e processo
inflamatorio relacionado com a dose e tempo de tratamento. A amostra FM-AnfoB induziu ainda
mais espessamento das paredes e infiltrados inflamat6rios sempre proximos a aglomerados de
nanoparticul as observados desde as 12 horas de tratamento e que aumentam progressivamente até
80 dias. A presenca preferencial destes aglomerados nos pulmdes evidencia o direcionamento da
anfotericina B para os pulmdes, sugerindo eficacia da amostra FM-AnfoB no tratamento da
Pbmicose. Os resultados estdo de acordo com a literatura onde nanoparticulas diversas, entre as

quais as nanoparticulas com cobertura de DM SA tendem a se acumular no pulméo [9, 48, 102]



6 CONCLUSAO
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Os resultados obtidos neste trabalho que avaliou os efeitos da amostra FM-AnfoB

(nanoparticulas de maghemita recobertas com DMSA e associadas com anfotericina B), e os

comparou com os efeitos da anfotericina B convencional (AnfoB), em tempos que variaram de 12

horas até 80 dias de tratamento, permitem concluir que:

FM-AnfoB causa menor estresse nos animais que AnfoB porque a liberag&o controlada do
f&rmaco permite manter a dose mesmo com menor nimero de administragoes;

As amostras AnfoB e FM-AnfoB induzem pequenas e tempordrias alteracdes nas
populacdes leucocitérias do sangue e do peritbnio. FM-AnfoB causa leucopenia mais
branda que AnfoB;

As amostras AnfoB e FM-AnfoB ndo causam alteragbes nos nivels enziméticos que
indiquem hepato ou nefrotoxicidade. No tratamento de maior duracdo, 80 dias, AnfoB
gerou ateragcOes nos nivels séricos da enzima ALT, sugerindo que um tratamento mais
longo pode ocasionar danos hepéticos.

A viabilidade das células peritoneais é pouca af etada pel os tratamentos com AnfoB e FM-
AnfoB;

A amostra AnfoB causa genotoxicidade tanto em EPC quanto em ENC, enquanto o
mesmo ndo é observado com a amostra FM-AnfoB;

A amostra FM-AnfoB causa citotoxicidade nas células da medula Gssea no inicio e no
final do experimento;

A andlise histoldgica mostra aglomerados de nanoparticulas no figado, baco e pulmao,
auséncia de danos ao bago, processo inflamatério mais severos nos rins e figado pela
amostra AnfoB, espessamento maior das paredes alveolares pela amostra FM-AnfoB e
direcionamento preferencial das NPM para os pulmdes,

Em sintese, o fluido magnético constituido por nanoparticulas de maghemita recobertas
por DMSA pode ser usado como carreador da anfotericina B, diminuindo, em muitas
circunstancias, os efeitos colaterais da anfotericina B convencional, evidenciando os

beneficios dos farmacos nanoestruturados.
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Anexo 1 — Contagem global e diferencial de leucdcitos.

Tempo Tratamento CGL Neu. Eos. Lin. Mon. Bas.
PBS  Média 73167 5444 169 66351 1023 180

DP 25477 3591 156 26913 622 20,6

AnfoB  Média 39083 5788 183 32777 336 00

12 horas DP 13789 3638 214 14222 156 0,0
FM-AnfoB  Media 97500 13354 663 82446 1037 20

DP 45444 10542 485 48275 735 49

PBS  Média 67333 4331 658 61074 1230 41

DP  1511,9 1799 624 13211 412 71

AnfoB  Média 5991,7 4017 604 54131 1124 4,1

24 horas DP 16963 1704 288 16393 441 68
FM-AnfoB  Média 60667 6817 121,1 50620 2018 00

DP 24645 2282 2103 21173 1796 0,0

PBS  Média 68833 1663 286 66379 468 37

DP 14048 983 191 13453 175 64

. AnfoB  Média 53750 3381 1369 47680 1285 3,7
7 dias DP 28679 1605 2194 23928 1679 90
FM-AnfoB Média 91400 7347 1082 82700 271 00

DP 26595 3535 874 24751 272 0,0

PBS  Média 108700 6379 2134 99029 1158 00

DP 28619 3626 1708 24284 931 0,0

_ AnfoB  Média 5080,0 4389 1221 44064 9820 21
15 dias DP 10539 353 793 11257 19511 46
FM-AnfoB  Meédia 62700 7441 848 53915 496 00

DP 39239 5526 77,8 33344 492 00

PBS  Média 71833 5378 968 64927 561 00

DP 20670 3680 840 27240 314 00

_ AnfoB  Média 100333 8579 2783 84363 623 85

30 dias DP 43163 7375 5787 43400 398 133
FM-AnfoB  Meédia 85500 3664 556 80213 1134 00

DP 26676 1565 528 27305 1021 00

PBS  Média 46083 4246 324 40752 740 @ 22

DP 17614 2125 338 15802 308 54

_ AnfoB  Média 7550,0 567,2 1003 66881 1887 57
80 dias DP 31398 4133 975 29780 2800 151
FM-AnfoB  Meédia 68375 4619 710 62145 862 40

DP 32050 1452 432 30815 738 80
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Anexo 2: Contagem de células peritoneais.

Valores Absolutos Valores Relativos
Tempos Ttos Mast. Eos. Neut. Linf. Mac. Mast. Eos. Neut. Linf. Mac.
PBS Média 7 8 20 73 394 1 2 4 15 719
DP 2 3 11 8 74 0 1 2 16 15
12 AnfoB Média 8 10 49 51 383 2 2 10 10 77
horas iy DP 4 7 41 17 47 1 1 8 3 9
AnfoB Média 4 25 150 75 246 1 5 30 15 49
DP 4 25 8 61 89 1 5 17 12 18
PBS Média 7 8 15 100 369 1 2 3 20 74
DP 2 2 15 68 8 0O 0 3 14 16
2 AnfoB Méda 4 15 16 72 395 1 3 3 14 719
horas o DP 2 14 14 75 87 O 3 3 15 17
AnfoB Média O 49 131 79 240 0 10 26 16 48
DP 1 15 5 20 53 0 3 11 4 1
PBS Média 1 9 11 103 377 0 2 2 21 75
DP 2 4 3 37 3 0 1 1 7 7
AnfoB Média 4 15 31 50 400 1 3 6 10 80
7dias DP 2 4 21 30 5 0 1 4 6 10
FM-
AnfoB Média 1 48 64 9 292 0 10 13 19 58
DP 1 20 42 60 81 0O 4 8 12 16
PBS Média 1 5 25 206 263 O 1 5 41 53
DP 1 4 10 33 23 0 1 2 7 5
AnfoB Média 2 33 89 142 234 0 7 18 28 47
15 dias DP 2 13 45 60 91 0O 3 9 12 18
FM-
AnfoB Média 2 33 10 95 366 0 7 2 19 72
DP 2 25 2 64 8 0 5 0 12 17
PBS Méda 4 36 12 9% 352 1 7 2 19 10
DP 2 16 3 509 51 0O 3 1 12 10
AnfoB Média 4 53 19 129 295 1 11 4 26 59
30 dias DP 3 47 14 40 T2 1 9 3 8 14
FM-
AnfoB Média O 11 42 118 330 0 2 8 23 66
DP 1 9 21 5 72 0 2 4 10 14
80dias PBS Média 2 9 3 155 334 0 2 1 31 67
DP 3 7 1 112 113 1 1 0 22 23
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