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RESUMO

Nanomateriais, devido a suas peculiares propriedades fisicas, sao
promissores agentes de utilizagdo biomédica. Nanoparticulas magnéticas
(NPM) recobertas por dupla camada de acido laurico (AL-NPM) foram testados
tiveram sua citotoxicidade avaliada in vitro em células mesangeais (CHMI),
fibroblastos (FHN) e macréfagos peritoneais, exibindo diminuigdo na viabilidade
celular apenas em macréfagos, quando tratados com altas doses de AL-NPM.
Testes in vivo demonstraram a presenga de NPM em baco, pulméo e figado de
camundongos machos swiss submetidos a injecbes endovenosas de AL-NPM.
Os 6rgdos nao apresentaram alteragdes morfolégicas graves. Analise em
microscopia de luz e eletrbnica de transmissdo mostram um grande acumulo
de NPM em pulmao de animais em tempos iniciais (5 e 30 minutos), enquanto
que baco e figado exibiram grandes concentragbes apenas nos tempos mais
tardios (1 dia e 1 més). O teste do micronucleo em eritrocitos jovens recolhidos
da medula Ossea demonstra que AL-NPM n&do sdo genotdxicos, mas
demostram leve genotoxicidade. Animais experimentais submetidos a atracao
magnética por um campo externo demonstram NPM no tecido do cérebro, sem
causar alteragbes adversas no 6rgao. O FM contendo AL-NPM mostrando um
promissor material a ser usado em aplicagdes biomédicas, uma vez que
demonstrou baixa toxicidade em células e tecidos, auséncia de genotoxicidade

e capacidade de sofrer atracdo magnética por um campo externo.

Palavras-chaves: Nanomateriais, nanoparticulas magnéticas, fluido

magnético, campo magnético, biocompatibilidade, biodistribuigao, acido laurico.



ABSTRACT

Nanomaterials, due to its unique physical properties, are promising
agents for biomedical use. Magnetic nanoparticles (MNP) covered with double
layer of lauric acid (LA-MNP) were tested had their cytotoxicity evaluated in vitro
mesangial cells (CHMI), fibroblasts (FHN) and peritoneal macrophages,
showing decrease in cell viability only in macrophages, when treated with high
doses of LA-MNP. In vivo tests showed the presence of MNP in spleen, lungs
and liver of male mice swiss undergoing intravenous injections of LA-MNP, all in
magnetic resonance and microscopy analyses. No morphological changes were
noted in organs . Analysis by light and transmission electron microscopy show a
large accumulation of MNP in lung of animals in early times (5 to 30 minutes),
while spleen and liver showed high concentrations only in later times (1 day and
1 month). The micronucleus test of a young red blood cells collected from bone
marrow shows that LA-MNP are not genotoxic, but showed mild citotoxicity.
Animals undergoing experimental magnetic attraction with a external field show
LA-MNP in the brain tissue, without causing changes in organs. The FM
containing LA-MNP showing a promising material for use in biomedical
applications, since it has low toxicity to cells and tissues, lack of genotoxicity,

and ability to suffer magnetic attraction by an external field.

Keywords: Nanomaterials, magnetic nanoparticles, fluido magnetic, magnetic

field, bio compatibility, biodistribution, lauric acid.
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1.1 Nanomateriais

Nanomateriais s&o comumente descritos como compostos que possuem
menos de 1 micrdbmetro em um de seus eixos. Embora n&o haja consenso
entre os autores, muitos consideram que materiais de dimensdes entre 100 a 1
nm se adéquam melhor a esta definicdo (Liu e Thomas 2007). O interesse
crescente por esta area decorre sobretudo do fato de que materiais em escala
nanomeétrica apresentam caracteristicas novas que possibilitam o seu emprego
em diversas aplicagbes (PARK 2007). Essas novas propriedades dos
nanomateriais devem-se a dois fatores principais: O efeito quantico e o efeito
de superficie. O efeito quantico € aquele que ira determinar o comportamento
dos atomos e dos elétrons e, quando em dimensdes nanométricas, manifesta-
se de maneira mais evidente. Quanto menor for o tamanho do material, mais
importantes sédo os efeitos de superficie, devido ao aumento da raz&o entre o
numero de atomos que estdo em sua superficie em relagdo aqueles dispersos
por seu volume, o que provoca um aumento significativo na sua reatividade
(SCHULTE, WILEY e SONS 2005, PARK 2007, Roach, et al. 2007).

Materiais reduzidos para a escala nanométrica (micro escala) exibem
caracteristicas muito diferentes daqueles nas dimensbées microscopicas (macro
escala) permitindo assim uma vasta gama de novas aplica¢gdes. Como exemplo
destas novas propriedades obtidas na escala nanométrica, temos substancias
opacas que se tornam transparentes, como no caso do cobre; alguns materiais
inertes que se tornam cataliticos, como a platina e o0 ouro; certos materiais
estaveis tornam-se combustiveis, como o aluminio; e algumas substancias
sélidas tornam-se liquidas a temperatura ambiente, como também ocorre com

o ouro (SCHULTE, WILEY e SONS 2005).



19

Os Nanomateriais sdo empregados para diversas aplicagdes no campo
industrial (HONG e YI 2007, SCHULTE, WILEY e SONS 2005, PARK 2007)
como abrasivos, pois apresentam eficacia superior em aplicagdes abrasivas e
polimento quando adequadamente dispersos. A dimensdo das particulas
ultrafinas e de distribuicdo de produtos adequadamente dispersos é
praticamente inigualavel por quaisquer outras disponiveis e como resultado,
uma reducao significativa do tamanho de defeitos superficiais em comparacéao
com o0s convencionais materiais abrasivos; catalisadores, Nanomateriais
possuem grande superficie de contato, como o diéxido de Titanio e o paladio;
nos cosmeéticos, os nanomateriais proporcionam alta atenuagdo UV, sem a
utilizacdo de produtos quimicos, e proporcionam transparéncia a luz visivel
quando necessario, e pode ser uniformemente disperso em uma ampla gama
de produtos cosméticos; Nos dispositivos eletrénicos os nanomateriais podem
fornecer produtos de conducado elétricas mais eficientes. As propriedades
magneéticas das nanoparticulas séo utilizadas para novas aplicagdes, utilizando
principalmente o 6xido de ferro; Os nanomateriais podem ser usados como
pigmentos e vernizes por proporcionarem uma alta atenuagao da radiagao UV,
proporcionam transparéncia quando desejado e podem ser uniformemente
disperso em uma ampla gama de materiais fornecendo cores mais vivas que
resistem melhor a deterioracdo; As nanoparticulas podem ser utilizadas na
producdo de pecas de ceramica (FRIEBE, et al. 2007). Atualmente,
nanomateriais sédo utilizados também nas ciéncias biomédicas, como por
exemplo, biosenssores (Wang 2005), vacinas de longa duracéo (SAl, SWARTZ

e JEFFREY 2006).
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Sao comumente consideradas duas classes principais de nhanomateriais:
os fulerenos, formados por compostos aldtropos de carbono, como os

nanotubos de carbono e os “buckyballs”; e as nanoparticulas.

1.2 Nanoparticulas

As nanoparticulas sdo materiais nanoestruturados com diameto médio
variando de 100 a 1 nm (BULTE e KRAITCHMAN 2004). Estes produtos séo
de interesse para pesquisa, uma vez que nesta escala de tamanho novas
propriedades podem ser observadas, tais como confinamento quéantico em
semicondutores e superparamagnetismo em materiais magnéticos (Roach, et
al. 2007). Sendo assim, as nanoparticulas apresentarem propriedades
especiais em mecanica, oOptica, eletrdnica, quimica e bioquimica quando em

nanoescala e, portanto, fundamentais para a criacao de nanoestruturas.

Sao exemplos de nanoparticulas os nanoestruturados, como as
nanoesferas, os pontos quanticos (quantun dots) e as nanorredes (BALLOU, et
al. 2004, XIANG, et al. 2006, YAMAMOTO, et al. 2005), e as nanoparticulas

metalicas (NPM).

As NPM séo definidas como monodominios magnéticos isoladas com
tamanho variando entre 1 a 50 nm e revestidas por coberturas protetoras
(VEKAS, BICA e AVDEEV 2007). Tipicamente, utilizam-se particulas com o

nucleo metalico imersos em um liquido dispersante, no sistema chamado de
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fluido magnético (FM), como exemplificado na Figura 1-1 (BAKUZIS, MORAIS

e PELEGRENI 1999).

Nanoparticula
Lo Magnética

Camada
Estabilizante

[ Solvente

Figura 1-1 - Esquema geral dos constituintes de um FM

Quando consideramos o emprego de NPM para as biociéncias, dois
fatores devem ser levados em consideragéo: a natureza quimica da particula e

a cobertura

1.3 Revestimento das nanoparticulas magnéticas

O revestimento das NPM sempre foi motivo de estudos, ja que € um
fator determinante tanto pela estabilidade do FM, bem como as interagbes das
particulas com o organismo (Racuciu, et al. 2007, Kim, et al. 2006).

As NPM tendem a formar naturalmente aglomerados na solugéo
dispersante, especialmente se permanecerem em repouso por um grande
periodo, levando a dois fendmenos: a floculagdo (pequenos agregados de

NPM) ou coagulacéo (agregacdes mais densas). Uma das fungbes da camada
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estabilizante é justamente evitar essa aglomeracéo, prolongando a estabilidade
das NPM por um periodo maior de tempo (SHAW 1975).

Além de permitir um melhor equilibrio das NPM no meio empregado, a
cobertura executa um importante papel no reconhecimento da particula pelo
sistema de defesa do organismo. Cada sistema NPM-cobertura possuem uma
resposta diferente ao organismo. No grupo de Nanobiotecnologia (Cnano) ja
foram estudados diversos tipos de FM contendo NPM com diversas coberturas
estabilizantes. As NPM recobertas por citrato foram objeto de estudo por
Lacava e colaboradores (Lacava, et al. 1999), que relataram uma macica
resposta imune no parénquima de bago de camundongos submetidos a
injecdes endovenosa de Citrato-FM. J& a cobertura de dextran mostrou-se
biocompativel, sem resposta imune aparente no mesmo 6rgao, também em
camundongos submetidos a tratamento similar. Em trabalhos posteriores, NPM
recoberta por dextran foi observado no tecido hepatico de camundongos
injetados endovenosamente por até 6 meses apOs a injegdo, sem causar
efeitos visiveis (Lacava, et al. 2004). NPM recobertas por acido poliaspartico
(Sadeghiani, et al. 2005) foram observas em figado, baco e pulmdo, sem que
estes 6rgaos exibissem alteragbes morfologicas. Nos estudos com a cobertura
de DMSA (acido 2,3 dimercaptosuccinico) (Chaves, et al. 2005, Garcia, et al.
2005), uma pequena resposta inflamatéria associada a particula foi detectada,
com regressao do quadro em tempos de até 90 dias.

E interessante também notar que a distribuicdo das NPM é alterada com
o emprego de diferentes coberturas, o que demonstra a afinidade das NPM a
determinado tipos celulares ou tecidos € obtido alternando a molécula de

revestimento. A cobertura de dextran demonstrou um grande tempo de
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retencdo no sangue com conseguinte deposicdo no figado e baco de
camundongos (LACAVA, et al. 2002). J& o DMSA mostrou um rapido
deslocamento de NPM do sangue para pulmdo, em um tempo inicial, e para
figado e bagco em uma situagéo mais tardia (CHAVES, et al. 2002).

O acido laurico (AL) é outra possibilidade de agente estabilizante.
Consiste de um acido graxo saturado de cadeia média possuindo 12 carbonos
na sua estrutura. E amplamente utilizado na industria alimenticia, cosmética e
farmacéutica apresentando toxicidade apenas em doses altas (LIMA, et al.
2002). Diversos grupos utilizam o acido laurico como agente estabilizante de
NPM (VEKAS, BICA e AVDEEV 2007). Em um estudo recente (PRADHAN, et
al. 2007), NPM de magnetitas recobertas por acido laurico ndo exibiram
citotoxicidade em culturas de fibroblasto de camundongos.

Quando consideramos a natureza quimica da NPM, os mais comumente
utilizados sédo os derivados dos 6xidos de ferro, como a magnetita (Fe304),
maguemita (y-Fe,O3) e hematitas (a-Fe»O3). NPM formados por niquel (HOU,

et al. 2005), cobre (WU e CHEN 2004) e outros metais (SON, et al. 2007).

1.4 Aplicacées biolégicas dos Fluidos Magnéticos

O comportamento magnético dos FM (na verdade, de suas NPM) bem
como a variedade de arranjos da camada estabilizante das particulas
possibilita seu emprego em diversas areas. Como foi citado anteriormente, a
camada estabilizante é responsavel também pela interagdo com os

organismos. Essas interacbes podem estar relacionadas com o fendbmeno de
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evasao da resposta imunoldgica do organismo (como visto no capitulo anterior)

ou a associagao de agentes de interesse clinico (Roach, et al. 2007).

Nos FM, as NPM utilizadas normalmente sdo aquelas que exibem um
forte paramagnetismo, que € um tipo de magnetismo caracteristico de materiais
fracamente atraidos por ima. Muitos elementos e alguns compostos sao
paramagnéticos, como em compostos contendo ferro, paladio, platina e os
elementos terras-raras. Esses elementos possuem camadas internas de
elétrons que estdo incompletas, causando desemparelhamento de elétrons e
fazendo dos atomos um imé& permanente. Na auséncia de um campo externo
aplicado, as particulas sado orientadas ao acaso, e assim o fluido ndo tem
magnetizagéo liquida. Ao se aplicar um campo magnético ao sistema, as
particulas paramagnéticas tendem a se alinhar as linhas de campo e
consequentemente reforcam um campo magnético aplicado (Jackson 1999).

Aproveitando-se das caracteristicas magnéticas das NPM, quatro
aplicagbes clinicas sado possiveis: 1) A separagdo magnética; 2) O

direcionamento magnético; 3) Contraste de imagem; 4) Hipertermia..

A separagédo de moléculas ou células, na chamada magnetoaferese &
uma técnica na qual NPM se ligam a determinadas biomoléculas, como
proteinas e DNA, e a diferentes tipos celulares, todos contidos em um soluto.
Com o objetivo de isolar um composto molecular especifico ou tipo celular em
uma solucao heterogenia, podemos formular NPM com afinidades especificas.
O subsequiente tratamento da solugdo com as NPM proporcionam a ligagao

molécula/célula alvo. Esta solugdo pode agora ser submetida a uma campo
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magnético externo, que ira reter as NPM e, conseqlentemente, as moléculas

ou células ligadas. (Hoshino, Ohnishi e Yas 2007, Lin, et al. 2007).

Uma segunda funcéo seria a utilizagdo de magnetos externos para o
direcionamento das NPM nas células e tecidos biologicos. A técnica visa o
direcionamento e concentragdo de MPN, com o intuito de potencializar
tratamentos e minimizar eventuais efeitos sistémicos. Em um recente trabalho
(SINCAI, et al. 2007), a técnica foi empregada para proporcionar o acumulo de
NPM de magnetita recobertos por dupla camada de acido laurel em regides de
adenocarcinoma em animais. No trabalho de Mykhaylyk e colaboradores
(Mykhaylyk, et al. 2007) é proposto o emprego de NPM ligados a fragmentos
de DNA para terapia génica (técnica chamada de magnetofection). Nesta
técnica, fragmentos de DNA sao inseridos dentro de células, com o objetivo de
complementar informagbes génicas (bases de nucleotideos) que estejam

defeituosas ou ausentes em células.

Para a atracdo magnética em tecidos, o campo magnético deve possuir
uma forga suficiente para retirar as particulas de dentro de vasos sanguineos e
conduzi-los a tecidos ou 6rgao especificos. Este direcionamento visa o
acumulo de NPM em sitios de interesse, como sistema nervoso central ou em
zonas com cancer. Trabalhos recentes (Chertok, A. Moffatb, et al. 2008,
Chertok, David, et al. 2007) demonstram que a aplicagédo de campo magnético
aumenta consideravelmente o acumulo de NPM no cérebro de camundongos

quando submetidos a campo magnético externo.

As NPM podem ainda ser usadas também como agentes modificadores

da relaxacdo na ressonancia magnética de tecidos, potencializando o contraste
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de imagens e possibilitando assim a localizagdo de tumores em estagios
precoces de desenvolvimento. Nos sistemas usualmente difundidos, as
imagens dos érgéos (pré- tratamento) sdo comparadas as imagens de animais
ou individuos submetidos a injecdes de NPM (pés-tratamento). A Figura 1-2,

retirada de (Russell e Anzai 2007) exemplifica essa aplicagao.

Figura 1-2 - Ressonancia magnética do cranio de voluntarios antes (a1 e a2) e depois (b1
e b2) da injecdo de FM. Em todas as figuras o linfonodo (ponta da seta) pode ser
observado. Note que em b1 todo o linfonodo absorve as NPM, exibindo um contraste
diferente de a1. Compare com b2, cujo linfonodo exibe as regiées com cancer que nao

absorvem as NPM, mantendo o contraste de a2. (Reproduzido de Russell, et al., 2007)

A técnica de agente de contraste de imagem normalmente € empregada
em o6rgaos cuja capacidade de retengcdo de NPM ja foi demonstrada, como
figado, e baco e linfonodo (BULTE e KRAITCHMAN 2004, Russell e Anzai
2007). Para 6rgaos aonde as particulas ndo possuem afinidade, esta sendo

emprega método de atragcdo magnética com o objetivo acumular NPM em
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novos sitios. Trabalhos recentes (Chertok, A. Moffatb, et al. 2008, Riviere, et al.
2007) demonstram o emprego destas duas técnicas em cérebros de animais
experimentais.

Materiais comerciais pra visualizagéo de figado ja existem, como Feridex
® (Endorem) e Combidex® (Sinerem) (BULTE e KRAITCHMAN 2004).
Atualmente as pesquisas se expandiram para varios 6rgaos, como linfonodos
(Russell e Anzai 2007), pancreas (Kelly, et al. 2007, Montet, Weissleder e
Josephson 2006), préstata (Johannsen, et al. 2007), s6 para citar alguns

exemplos.

Uma possivel aplicagdo das NPM também associada a propriedades
magnéticas € a hipertermia. Ela consiste no tratamento de massas tumorais
associando células cancerigenas e particulas magnéticas. Toda a regido de
tratamento é entdo submetida um campo magnético alternado externo, que
induz a vibragdo das NPM e consequientemente aumento de temperatura no
tecido adjacente. O aumento de temperatura estd acompanhado de lise das
células tumorais (Kettering, et al. 2007). E possivel ainda associar NPM a
quimioterapica com o objetivo de intensificar os efeitos da
magnetotermocitdlise sobre o cancer e, ao mesmo tempo, diminuir a

toxicidade sistémica das drogas utilizadas.

Quando consideramos a cobertura das NPM, além de estabilizar os
centros metalicos no meio fisiolégico e mascarar sua presenca do sistema
imunitario dos organismos, elas podem também ser funcionalizadas, permitindo
a ligacao de agentes de interesse clinico para o tratamento de doencas (Lu,

Salabas e Schith 2007) ou deteccao de biomoléculas ou células. Propostas de
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deteccdo de patdégenos (H. McNaughton, et al. 2007) e DNA (Saiyeda, et al.

2006), ja foram propostas na literatura atual.

A cobertura das particulas pode ser ligada, também a farmacos ou
outros agentes de tratamento, como radiois6topos (Kang, et al. 2007) e
elementos foto sensibilizadores (Primo, et al. 2007). Para obtermos
especificidade, podemos empregar magnetos externos (como mostrado
anteriormente) e sua conseqiente condugdo especifica ao sitio de interesse.
Este direcionamento pode ser obtido também acrescentando a cobertura
anticorpos especificos (Pankhurst 2006), permitindo assim a interacdo de

células as NPM contendo o farmaco, minimizando efeitos sistémicos.

1.5 Testes Biologicos

A utilizagdo das NPM nas mais variadas aplicagdes biomédicas exige
que sejam realizados testes toxicologicos preliminares, objetivando o
conhecimento de seus efeitos biolégicos antes de sua utilizagdo em seres
humanos (ANVISA, 2008). Inicialmente sao realizados testes em culturas de
células (testes in vitro) como por exemplo os viabilidade celular,destacando
o teste do MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
e exclusdo por azul de Tripan, bem como testes para avaliar a

genotoxicidade, como no caso do teste do cometa.

Apbs os testes in vitro, € necessaria a avaliagcdo dos efeitos das

particulas nos tecidos de animais experimentais. Entre estes testes se
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encontram estudos histopatolégicos, que visam a analise de efeitos
adversos provocados pelas NPM, bem como os sitios de deposicao destes
elementos no organismo. Uma das técnicas usadas para esses estudos € a
microscopia de luz (ML), que pode visualizar evidéncias de resposta do
organismo a particulas, como, por exemplo, infiltrados de células
inflamatérias, cicatrizes fibrosas e alteragdes histopatologicas. A microscopia
eletrbnica de transmissdao (MET) visa complementar esta observagao
através de seu maior poder de resolucédo, detalhando assim a relacdo de

NPM com ultraestruturas celulares.

Outra técnica para o estudo dos FMs é a ressonancia magnética (RM)
que permite a detecgdo, com grande sensibilidade, das NPMs do FM
(Lacava et al, 2001). A Ressonancia Ferromagnética (RF) € uma das
modalidades de RM para estudo dos FM, estando associada com as
propriedades magnéticas dos spins dos elétrons das nanoparticulas. O
equipamento & constituido por uma fonte de microondas (normalmente em
uma banda de 9GHz), uma cavidade ressonante na qual a amostra é
introduzida, um detector de microondas e um campo magnético que possa
ser variado em uma regiao de 0 a 1,5 Tesla. O espectro de RM é obtido pela
monitoragdo da absor¢do de microondas enquanto o campo magnético é
variado. A partir dos espectros de absorgédo obtidos pela RM é possivel
detectar a presenga das particulas magnéticas presentes no sangue ou nos

orgéaos dos animais.
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2.1 Objetivos gerais

Com base nas possiveis aplicagdes das nanoparticulas magnéticas em
sistemas biolégicos, este trabalho visou primeiramente a analise dos efeitos de
um novo FM contendo NPM revestidas por dupla camada de acido laurico (AL-
NPM) em células cultivadas (in vitro) e em camundongos machos submetidos a

uma injecéo endovenosa do FM.

Posteriormente, a habilidade destas particulas de sofrer influencia de um
campo magnético externo quando injetados em camundongos também foi

averiguada, bem como seus possiveis efeitos.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar o efeito do tratamento de FM contendo AL-NPM na viabilidade
de células em culturas de fibroblasto, células mesangiais e macrofagos
peritoneais;

e Analisar a distribuicao de AL-NPM por ressonéancia ferromagnética, em
baco, cérebro, estdmago, figado, lingua, intestino delgado, pancreas,
pulmao e testiculo, além de aliquotas de sangue de camundongos swiss
machos;

e Analisar a distribuicdo e histopatologia de AL-NPM por microscopia de
luz e microscopia eletrbnica de transmissdo, em orgaos com sinal de

ressonancia magnética;
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Verificar os efeitos genotdxicos de AI-NPM em eritrocitos jovens de
camundongos swiss machos através do método do micronucleo;
Verificar os efeitos e distribuicdo de AI-NPM em camundongos swiss

machos submetidos a campo magnético externo continuo.



3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
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3.1 Fluido magneético

Amostras de FM iénico contendo nanoparticulas de maguemita (y - Fe304)
estabilizadas pelo recobrimento de uma dupla camada de acido laurico em
meio aquoso foram totalmente produzidas no laboratério de Quimica pela
professora Doutora Emilia Celma de Oliveira Lima. As amostras observadas na

MET (Figura 3-1 ) confirmaram o didmetro médio estimado por infravermelho.

Figura 3-1 - Fotomicrografia de um esfregagco de fluido magnético contendo
nanoparticulas magnética recoberta por dupla camada de acido laurico em uma tela de

microscopia eletrénica recoberta por Formvar.

As caracteristicas de AL-NPM podem ser consultadas na Tabela 3-1.
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Tabela 3-1: Principais caracteristicas fisico-quimicas da amostra de FM-AL

Numero de particulas (particulas/cm?®) 1,28 X10'
pH do meio aquoso 7
Concentragao de Ferro (mg/ml) 25,2
Diametro médio — Difragado por Raio-X (nm) 10,28
Diametro médio — Microscopia eletrénica de Transmissao (nm) 11,33

Testes laboratoriais com AL-NPM no laboratério de Quimica da UFG
demonstram que a cobertura ibnica tende a formar agregados em meio de
cultura com concentracdo semelhante a fisiolégica. A Tabela 3-2 mostra o

diametro hidrodinamico (Dy) da amostra de AL-NPM em meio de cultura.

Tabela 3-2: Didmetro hidrodinamico de AL-NPM quando misturados em meio de

cultura.
Volume de Fluido magnético (pL) em Dh/ nm
1500mL de Meio
25 313
5,0 265
10,0 255
15,0 300
25,0 307
35,0 335
50,0 355
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3.2 Testes in vitro

3.2.1 Tipos celulares

Foram utilizados trés tipos celulares para os testes:

Linhagem de fibroblastos humanos normais (FHN) utilizada no presente
trabalho foi gentiimente cedida pelo Prof. Dr. Rui Curi do
Departamento de Fisiologia e Biofisica (ICB) da Universidade de Sao
Paulo (USP). E uma linhagem imortalizada que cresce de forma
aderente ao substrato e apresenta morfologia fusiforme.

Célula mesangial de rim humano (CHMI), cedidos pelo laboratério de
Biologia Molecular da Universidade de Brasilia.

Macréfagos retirados da lavagem da cavidade peritoneal de

camundongos fémeas (IQUEGO) com 4 meses de idade.

3.2.2 Grupos experimentais

Para cada linhagem de célula, um experimento foi realizado em uma

placa de cultura com 96 pocos. A placa foi delimitada para conter quatro grupos

tratados e um controle; cada grupo possuia 2 réplicas. Os grupos foram

separados de acordo com a Tabela 3-3.
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Tabela 3-3: Listagem dos grupos experimentais em cultura de célula e

respectivas siglas

Grupo Tratamento (em 200 pL de meio) Tipo celular Nomenclatura
Fibroblasto FIBRO1
1,28 X10™ contendo 250ug de
Tratado CHMI CHMIO1
Ferro
Macréfago MACO1
Fibroblasto FIBRO2
1,28 X10™ contendo 25ug de
Tratado CHMI CHMIO2
Ferro
Macréfago MACO02
Fibroblasto FIBRO3
1,28 X10'2 contendo a 2,5ug de
Tratado CHMI CHMIO3
Ferro
Macréfago MACO03
Fibroblasto FIBR04
1,28 X10"" contendo a 0,25ug de
Tratado CHMI CHMIO4
Ferro
Macrofago MACO04
Fibroblasto FIBR-CON
Controle - CHMI CHMI-CON
Macréfago MAC-CON

Abaixo, na Figura 3-2 um exemplo do arranjo do experimento em uma
placa de cultura com linhagem de fibroblasto € mostrado. O mesmo arranjo foi

aplicado para cada grupo experimental.
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Figura 3-2 - Desenho esquematico de uma placa de cultura contendo 96 pocos

demonstrando o planejamento do experimento usando células da linhagem de

fibroblasto humano.

3.2.3 Reagentes

. Antibiotico 1%

. DMSO (MERCK)

o Meio de cultura D-MEM (Sigma)
o Solugdo de MTT

J SFB 10% (MERCK)

3.2.4 Procedimentos para cultura de células

As culturas de células foram realizadas no laboratério de Morfologia

(UnB). Cada linhagem foi mantida pelos procedimentos padrées de cuidado de

cultura de células (Portner 2007) na estufa (37°C e 5% CO,). Cada linhagem

de células foi semeada em uma placa de 96 pocos de acordo com a descrigéo

a seguir: Para cada pog¢o, foram semeadas 10* células em 200 pL de meio de
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cultura, aonde permaneceram por 24 horas para adesao celular na placa na
estufa. Em seguida, o meio de cultura de cada poc¢o foi substituido pelo meio

de tratamento e a placa foi devolvida a estufa por 24 horas.

3.2.5 Teste do MTT

Apds o tempo experimental, 0 meio de tratamento foi substituido pela
solucdo de MTT na seguinte proporcéo: 15 pL de solugédo estoque de MTT em
135 pL de meio de cultura novo. A placa de cultura foi entdo incubada por 2,5

horas em estufa a 37°C e 5% CO..

Apdbs o tempo de incubagao na solugcdo de MTT, o meio foi substituido
por uma solugdo de 100uL de DMSO (necessaria para dissolver os cristais
formados na etapa anterior). A solucéo foi repetidamente homogeneizada com
o auxilio de uma pipeta. A placa foi levada um a um leitor de Elisa e lido em um

comprimento de onda de 595nm.

3.2.6 Testes estatisticos

A média dos valores e os desvios médios dos dados obtidos foram
calculados, e as diferencas nas médias entre os experimentos foram
investigados pelo teste t de Student. Diferencas de P < 0,05 foram

consideradas como estatisticamente significativos.
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3.3 Testes in vivo - Biodistribui¢cdo por Ressondancia
Magnética

3.3.1 Animais experimentais

Camundongos Swiss machos, com 90 dias de vida, obtidos da IQUEGO
(GO, Brasil), foram mantidos no Biotério do Laboratério de Genética (GEM-IB-
UnB), com temperatura controlada (+ 23°C) e ciclo claro/escuro de 12/12 horas,

com fornecimento de agua e racéo a vontade.

3.3.2 Grupos experimentais

Os animais foram separados em trés grupos:

a) Dois grupos experimentais (GE) — Cada grupo continha cinco animais,
que receberam uma injecéo unica, via endovenosa de 100ul de FM-AL
puro (2,52mg de Ferro em 100 ul). Os animais foram mortos apés 24
horas (G24h) e 48 horas (G48h) da injecao

b) Um grupo controle (GC) — Para cada grupo experimental citado acima,
dois animais receberam uma injecédo unica com 100uL de solugdo salina

e foram mortos ap6s cada tempo experimental referente.

Apés a morte dos animais, os seguintes 6rgéos foram coletados: baco,

cérebro, estbmago, figado, lingua, intestino delgado, pancreas, pulmao e
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testiculo, além de aliquotas de sangue. Os érgéaos foram congelados em

nitrogénio liquido e conservados a -80°C.

3.3.3 Métodos

Os o6rgaos congelados foram homogeneizados em agua destilada e
aproximadamente 1mL de cada homogenato foi armazenado em nitrogénio
liquido. Para realizar as medidas de RM foi utilizado o aparelho em banda-X do
laboratorio de Ressonancia Magnética do Instituto de Fisica da Universidade
Federal de Goids (GO - Brasil) o qual detecta a presenca de particulas

magnéticas na faixa de 10"" até 10'® particulas/cm?.

3.4 Testes in vivo - Biodistribui¢cdo por microscopia de Luz
e Eletronica

3.4.1 Grupos experimentais

Os animais foram separados em oito grupos:

a) Sete grupos experimentais (GE) — Cada grupo continha cinco animais,
que receberam uma injegc&o unica, via endovenosa de 100ul de FM-AL
puro (1,28 X10™ contendo 2,52mg de Ferro em 100 pl). Os animais

foram mortos apds cada tempo experimental apontado na Tabela 3-4.
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Tabela 3-4: Listagem dos tempos experimentais e respectivas siglas

Tempo
Nomenclatura

Experimental

5 minutos G1
30 minutos G2
2 horas G3
12 horas G4
24 horas G5
1 semana G6
1 més G7

b) Um grupo controle (GC) — Para cada grupo experimental citado acima,
dois animais receberam uma inje¢do unica com 100uL de solugao salina

e foram mortos ap6s cada tempo experimental referente.

Para cada animal foram retirados baco, figado e pulmdo para o
processamento em microscopias de luz e eletrdnica de transmisséo, além da
coleta de medula 6ssea dos fémures dos animais do grupo tratado (a partir de
G4) e controle, para realizagao do teste do micronucleo. Neste teste, um grupo
controle positivo padrédo (injecdo de ciclofosfamida) foi utilizado como

comparativo (GF).

3.4.2 Microscopia de Luz

3.4.2.1 Reagentes e materiais



e Acido acético glacial (Reagen)
e Alcool absoluto (Zulu)

e Alcool etilico 95% (Vetec)

e Entellan (EMS)

e FEosina

e Ferrocianeto de potassio (Vetec)
e Formaldeido absoluto (Vetec)
e Gilicerina (vetec)

e Hematoxilina

e Parafina (Vetec)

e Vermelho neutro

e Xileno (Vetec)

3.4.2.2 Solugbes

¢ Fixador de microscopia de Luz: Davidson Modificado

43

2 partes de Formol puro

3 partes de Alcool 95%

3 partes de acido acético glacial
1 parte de glicerina

3 partes de agua destilada

e Corante — Método de Perls




44

a) Reagente de Perls

1g de Ferrocianeto de potassio
50mL de agua destilada

25ml de acido cloridrico 13%

b) Vermelho neutro rapido

1g vermelho neutro

100mL agua destilada

3.4.2.3 Procedimentos

Coleta e Fixagdo: Apdés a morte dos animais, os 6rgaos foram
cuidadosamente coletados com material cirargico apropriado e levados ao

fixador de ML por 24 horas a 4°C;

Desidratagao, diafanizagao e inclusao: As pecas foram desidratados,
a temperatura ambiente, com etanol em uma série de concentragbes
crescentes, a 70, 80 e 90%, durante 1 hora cada, e 3 vezes de 1 hora a 100%.
Em seguida foram colocados em uma solug¢éo 1:1 de alcool e xilol por 1 hora,
seguido por 3 banhos em xilol puro de 45 minutos cada. Para a inclusdo, o
material foi submetido a 3 banhos de parafina e mantidos em estufa a 59°C.
Por ultimo, o material foi montado em blocos de parafina e moldados por barras

de Leuckhart ou formas de incluséo.

Corte: Ap6s a solidificacdo dos blocos, foi utilizado um micrétomo Leica
RM2125 para obtencdo de cortes de 5 um de espessura. Cada 6rgao foi

cortado em sua totalidade, em cortes semi-seriados. Neste procedimento, para
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cada corte aproveitado, outros dez em seqUéncia foram desprezados,
totalizando um intervalo de aproximadamente 50um entre os cortes
aproveitados. Cada corte foi montado em laminas de vidro e mantidas em
estufa a 37°C, por no minimo 4 horas, para melhor aderéncia dos cortes nas

[aminas.

Coloragao: As laminas com cortes foram submetidas a um processo de
hidratagdo, com banhos em 3 solugdes de xilol (1 minuto cada), 3 solugdes de
alcool 100% (1 minuto cada), alcool 90%, 80% e 70% (1 minuto cada). Para a
coloragéo por hemotoxilina e eosina (H&E), as laminas foram colocadas em
hemotoxilina por 1 minuto e posteriormente em eosina por 45 segundos (apés
breve banho em agua corrente). Para a coloragdo pelo método de Perls, as
laminas foram lavadas em agua destilada por 1 minuto, depois coradas no
reagente de Perls por 25 minutos, novamente lavadas em agua destilada por 1
minuto; lavadas em agua corrente por 1 minuto; coradas na solugéo vermelho

rapido por 3 minutos; agua corrente por 3 minutos.

Montagem: Depois da coloragdo por qualquer um dos métodos
descritos, o material foi desidratado em uma concentracéo crescente de alcodis
70%, 80%, 90%, 100% (3 vezes) e xilol puro (3 vezes). Apds o ultimo banho de
xilol, as laminas foram recobertas com laminulas utilizando-se Entellan®, e

colocadas para secar na estufa, a 37°C, por 12 horas.

As Laminas foram analisadas e fotografadas em microscopios Axioskop
da Zeiss pertencentes aos laboratérios de Morfologia e de Microscopia

Eletrénica, ambos da UnB.



3.4.3 Microscopia eletrénica de Transmissao

3.4.3.1 Reagentes

e Acetona (Reagen)

e Acetado de Uranila (Sigma)

e Cacodilato de Sodio (Vetec)
e Citrato de chumbo (SEM)

e Glutaraldeido 25% (Sigma)
e Paraformaldeido (Vetec)

e Resina Spurr (EMS)

e Sacarose (Sigma)

e Tetroxido de Osmio (Sigma)

3.4.3.2 Solugées

e Fixador de microscopia de eletrénica: Karnovisk Modificado

Para 100 ml de solucgao:

Reagente na solugao A partir do estoque

Paraformaldeido 2% 20ml de paraformaldeido. 10%
Glutaraldeido 2% 8ml de Glutaraldeido 25%

5% Sacarose 5g Sacarose

2mM CaCl; 2ml CaCl; a 100mM
Completar com solugédo de Cacodilato de Sédio 0,1M

46
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Preparo do Paraformaldeido 10% (100ml)

10g Paraformaldeido.

Completar para 100 ml com agua destilada.

Aquecer a 60°C. Solugdo com aspecto leitoso.

Colocar NaOH 0,1M gota a gota até a solucao ficar limpida.

Filtrar a solugcdo em papel de filtro.

Preparo do NaOH 0,1M

0,4g NaOH.

100 ml Agua destilada.

Preparo de Tampao Cacodilato de Sédio 0,2M

4,289 de Cacodilato de Sédio tri-hidratado (P.A. 214,03).
90 ml Agua destilada.
Acertar pH entre 7 e 7,3.

Completar para 100ml com agua destilada
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e Preparo de CaCl, 100mM

1,11g CaCl,.

Completar para 100ml com agua destilada.

e Preparo de Tampao Cacodilato para misturar com 6ésmio

5mM de CaCl, (1ml de CaCl, 100mM).

1,6% Ferricianeto de Potassio (0,32g em 20ml caco).

Completar para 20ml de Solugédo com Cacodilato 0,2M .

3.4.3.3 Procedimentos

Coleta e Fixagao: Apés a morte dos animais, fragmentos dos tecidos
coletados para microscopia de luz foram cuidadosamente retirados com
material cirurgico apropriado e fragmentos em espécimes de aproximadamente
mm. Os fragmentos cortados foram posteriormente levados ao fixador de MET

por 24 horas a 4°C;

Pés-fixagcao e contrastagdo: Apés a fixagao, as pecas foram lavados
trés vezes em tampao Cacodilato de sodio 1%; Em seguida, as pecgas foram
levados a solugdo de Tetroxido de désmio a 1% protegidos da luz e a
temperatura ambiente por 2 horas. Apds a conclusdo desta etapa, as pecas

foram novamente lavadas trés vezes em tampéo Cacodilato de sédio 1%. Na
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sequéncia, as amostras foram colocados na solugdo de acetato de uranila a

2% por 24 horas a 4°C.

Desidratagao: As pecas foram lavadas trés vezes em agua destilada e
posteriormente desidratadas, a temperatura ambiente, com acetona em uma
série de concentracbes crescentes, a 70, 80 e 90%, e trés vezes de 100%
durante 15 minutos cada. Em seguida, foram colocados sobre uma plataforma
(em rotagdo) com uma solucdo 1:1 de acetona e resina Spurr por 6 horas; em
seguida em uma solugao 1:2 de acetona e resina Spurr (6 horas) e por fim em

uma solugéo pura de resina Spurr (6 horas)

Montagem: Apo6s o ultimo banho em resina Spurr, as amostras foram
incluidas em resina Spurr dentro de formas de silicone para a obtengcédo dos

blocos. As formas foram mantidos a 58°C por 3 dias.

Corte e pos-contrastagdo: Apdés a polimerizagdo dos blocos, foi
utilizado um ultramicrétomo Reichert para obtencdo de cortes de 85 nm de
espessura com laminas de vidro. Cada conjunto de cortes foi coletado em telas
para microscopia. As telas foram secas e levadas para pds-contrastacdo em

acetato de uranila a 5% (30 minutos) e em citrato de chumbo (10 minutos).

Os cortes foram analisados e fotografados em um microscépio eletrénico
de transmissdo JEOL® 1011 operados a 80KV, pertencente ao laboratério de

Microscopia Eletrénica (UnB).
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3.4.4 Micronucleo

A avaliagdo da citotoxicidade e da mutagenicidade sera realizada por
meio do teste do micronucleo (MN) em eritrécitos da medula 6ssea (Schmid

1975).

Os micronucleos (MN) sdo pequenas inclusdes de material nuclear
dentro do eritrocito. Estas inclusdes podem ser constituidas por cromossomos
inteiros ou pedagos cromossémicos envoltos por membrana nuclear, podem
ser formados espontaneamente ou pelos efeitos clastogénicos ou aneugénicos
de determinados agentes. As substancias clastogénicas provocam quebras nas
moléculas de DNA e as aneugénicas sdo aquelas que provocam perdas

cromossOmicas devido a interferéncia na formacéo e ligagao do fuso mitético.

Durante o processo de maturacgéo, os eritrocitos expulsam seus nucleos,
e a presenga de MN retidos no citoplasma é indicativo de dano genético.
Portanto, o potencial genotoxico de um agente é medido pela sua capacidade
em aumentar a freqiiéncia de micronucleos em eritrécitos policromaticos (EPC
- células jovens contendo ARN no citoplasma) em animais tratados, quando

comparados ao controle sem tratamento (EPA 2004).

O teste do micronucleo ainda permite avaliar a citotoxicidade na medula
O0ssea por meio da andlise do percentual de EPC (% EPC) entre o total de
eritrocitos policromaticos e normocromaticos (ENC - células maduras contendo
hemoglobina no citoplasma) contados. A toxicidade € indicada por uma
reducao significativa na percentagem dos eritrécitos policromaticos. O %EPC

foi calculado pela Equacéo 1:
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EPC

%EPC = x
EPC+ ENC

100

Equacgéao 1: Féormula do calculo da porcentagem de EPC

Para realizacdo do teste, logo apdés os animais serem mortos por
deslocamento cervical nos tempos determinados pela Tabela 3-4, os fémures
foram removidos e uma das epifises cortadas. Em seguida, a medula éssea foi
coletada com 1 mL de SFB e transferida para um tubo Falcon de 15 mL. O
material foi homogeneizado e centrifugado por 5 minutos a 558,9 xg. O
sobrenadante foi descartado, o pellet ressuspendido em 300uL de SFB e uma
gota deste homogeneizado foi distendida em Iamina de vidro. O material secou
ao ar e em temperatura ambiente por 24 horas, posteriormente foi fixado com
Alcool Metilico P.A. e corado com Giemsa (Tolosa, et al. 2003) em tamp&o
fosfato pH 6.8, na propor¢cao 1:14, por 6 minutos. Foram analisados 4000
eritrocitos, 2000 policromaticos (EPC) e 2000 normocromatico (ENC), em ML

(1000x).

3.4.5 Campo magnético

3.4.5.1 Equipamento

Para avaliar o efeito de um campo magnético continuo externo sobre a
distribuicdo das nanoparticulas nos animais, foi utilizado o equipamento
emissor existente no laboratério de fisica experimental Ill da UnB. O

equipamento consiste de uma bobina de Helmoltz ligado a uma fonte de
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corrente continua. O equipamento produz campo magnético uniforme em uma

regido central aos discos do equipamento (Figura 3-3).

Figura 3-3 - Foto do sistema de campo magnético usando uma bobina de Helmholtz.

3.4.5.2 Testes in vivo

Para os testes em animais, o equipamento foi ajustado para gerar um
campo continuo de 0,327 T na sua parte central.

Cada animal foi anestesiado com uma injecdo intraperitoenal de uma
solugcédo de Ketamina/Xilazina. O anestésico foi ajustado para que cada animal
recebesse 1 uL de ketamina por peso (grama) de animal; e 0,1 pL de xilazina
por peso (grama) de animal. Apdés um periodo de aproximadamente cinco
minutos, os animais foram submetidos as inje¢cdes de tratamento indicado na

Tabela 3-5. Imediatamente ap6s a inje¢cdo, cada animal foi levado ao
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equipamento para a indugdo magnética. Os animais foram posicionados no
equipamento de modo que o campo magnético passa-se pelo térax ou cabeca

do animal. Na Figura 3-4 temos um exemplo de posicionamento para a cabeca.

Figura 3-4 - Foto mostrando o posicionamento de um animal no centro da bobina de
Helmholtz.

Ap6s o tempo de tratamento de 30 minutos, aonde os animais
permaneceram imoveis, o equipamento foi desligado e imediatamente os
animais foram mortos por deslocamento cervical; Dois 6rgéos (cérebro e
pulmao) foram retirados e processados para microscopia de luz, cortados

(cortes semi-seriados) e corados por H&E ou método de Perls.
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Tabela 3-5: Listagem dos grupos experimentais com campo magnético e

respectivos tratamentos.

Tratamento por animal (em Direcionamento

100pl de solugao injetado) do campo Nomenclatura

1,28 X10™ contendo 2,52mg de
Tratado Cabeca Trat01
Ferro

1,28 X10'® contendo 2,52mg de

Tratado Torax Trat02
Ferro
15
Tratado LSSl SR Sem campo Trat03
Ferro
Controle Solugéo salina Cabega Cont01

Controle Solugéo salina Torax Cont02
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4.1 Invitro - MTT

Em todos os experimentos, foi possivel visualizar precipitados de NPM
nos meios de cultura apdés 24 horas de tratamento. As células né&o
apresentaram alteragbes morfolégicas em nenhum grupo experimental. Como
exemplo, a Figura 4-1 mostra fotografias de pocos de cultura de macréfagos do
grupo macrofago controle (MAC-COM) (A) e macréfago tratado com 2,5ug de
ferro (MAC-03) (B).

¥ <

sopm B0 S TN

o

Figura 4-1 - Fotomicrografia de pogos de cultura de macréfagos peritoneais de MAC-
CON e MAC-03. As NPM (setas) podem ser notadas dentro das células ou em

aglomerados externos na forma de massas de cor marrom.

Nos experimentos com células, as linhagens de células mesangiais
humanas (CHMI) fibroblasto humanos (FIBR) ndo apresentaram diferenca
significativa na viabilidade celular pelo teste t de Student e mostrado na Figura
4-2.
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Figura 4-2 - Viabilidade celular de células mesangiais (CHMI) em A e fibroblastos (FIBR)
em B, quando tratados por 24 horas em diferentes concentracoes de AL-NPM.

Resultados comparados com o teste t de Student, P < 0,05.

Nos experimentos com macréfagos peritoneais, 0s grupos que
receberam as maiores quantidades de ferro (250pg em MACO1 e 25ug em
MACO02) mostraram uma diferenga significativa em relagdo ao grupo controle

MAC-CON (Figura 4-3).
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Figura 4-3 - Viabilidade celular de macréfagos peritoneais (MAC) quando tratados por 24
horas em diferentes concentragées de AL-NPM. Resultados comparados com o teste t de
Studen. (* = valores significativamente diferentes (P < 0.05) do grupo controle MAC-
CON).

4.2 In Vivo

4.2.1 Ressonancia Magnética

Nas amostras de 6rgaos, foram detectadas quantidades mensuraveis de
ferro em todos os dois tempos experimentais (G24h e G48h) em bago e figado.
As amostras de pulmao mostram presenca de ferro apenas em G24h. Todas as
amostram ditas com sinal para ferro exibiram Espectros de ressonancia

magnética caracteristicos de NPM (Figura 4-4).
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Figura 4-4 - Espectros de ressonancia magnética de amostras de figado e pulmao G24h.

Nos demais 6rgaos nao foram detectados quantidades de ferro em

nenhum tempo experimental. Os achados estdo sumarizados na Tabela 4-1.

Tabela 4-1: Presenca de ferro em quantidades mensuraveis pelo equipamento de

ressondncia magnética. Presenca (+) ou auséncia (-) de ferro.
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4.2.2 Morfologia - Microscopia de Luz e Microscopia eletrénica
de Transmissao

Cortes histoldgicos de pulmao do grupo controle (GC) (Figura 4-5 A e B)
mostram o tecido pulmonar com vasos sanguineos, alvéolos e septos
alveolares de espessura normal. No grupo G1 (5 minutos) (Figura4-5C, D, E e
F), as NPM sao visiveis no parénquima do tecido, na forma de aglomerados
marrons. As particulas podem ser encontradas distribuidas de maneira
uniforme em todo o corte, e em todos os cortes seriados. Em algumas regides,
o septo alveolar apresenta espessamento, sempre associado a presenca de
NPM (Figura 4-5 E e F). Os aglomerados estdo presentes dentro de capilares
ou dispersos no parénquima pulmonar. Este grupo foi o que mais apresentou

aglomerados de NPM de todos os grupos estudados

No grupo G2 (30 minutos), nota-se uma menor quantidade de NPM ao
longo dos cortes (Figura 4-6 A e B). Os aglomerados sao menos comuns, € ja é
possivel visualizar zonas livres de NPM. Nos cortes de animais de G3 (2 horas)
(Figura 4-6 C e D), o parénquima do 6rgao agora se encontra com uma menor
quantidade de aglomerados, que sao menores e pouco freqlentes. O
espessamento do parénquima ainda pode ser observado em diversas areas.
Nos cortes de animais de G4 (12 horas) (Figura 4-6 E e F), a quantidade de
NPM é visualmente semelhante aquela exibida em G3. Grandes aglomerados
sado dificeis de serem encontrados ao longo dos cortes semi-seriados, com
pouco espessamento de parénquima presente. Todos os grupos ndo exibiram

sinais de infiltrados inflamatérios nos 6rgaos.
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Figura 4-5 - Fotomicrografia de cortes histoldgicos de pulmao de camundongos. Em A e
B grupo controle e em C, D E e F grupo experimental 5 minutos. Aglomerados de NPM
(setas) podem ser observados distribuidos no tecido pulmonar. Coloragdo por H&E.

Vaso sanguineo (VS), alveolo (A) e septo alveolar (SA).
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Figura 4-6 - Fotomicrografia de cortes histolégicos de pulmao de camundongos. Em A e
B grupo experimental 30 minutos, C e D grupo experimental 2 horas e em E e F grupo
experimental 12 horas. As NPM podem ser observadas na forma de aglomerados
marrons ou azuis (setas). O parénquima do tecido exibe um espessamento decrescente
a partir de A (*). Note a menor quantidade de particula no parénquima do tecido a partir
da foto C. Coloragao por H&E (C e E) e Perls (A,B,D e F).
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Corte histologicos dos grupos experimentais 24 horas (G5) e 1 semana
(G6) mostram uma rapida eliminagdo de NPM do tecido pulmonar.
Aglomerados de NPM ainda sdo mais numerosos em G5 (Figura 4-7 A e B),
porém de quantidade ainda menor quando comparado ao grupo experimental
12 horas. Em G6 (Figura 4-7 C e D), e G7 (1 més) (Figura 4-7 E e F) nao
apresentam diferencas nos pulmdes de animais de ambos os grupos. Os
orgdos exibem raros depdsitos de NPM no parénquima do tecido. O
espessamento do septo alveolar é pequeno, e pode ser percebido nos dois
grupos associados ou ndo a NPM.

Os cortes de microscopia eletronica de Transmissédo (Figura 4-8), as
NPM foram encontradas sempre no interior de capilares, no parénquima do

septo alveolar (tecido conjuntivo), ou dentro de células fagociticas.
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Figura 4-7 - Fotomicrografia de cortes histolégicos de pulmdao de camundongos. Em A
G5, B G6, C, D, E e F G7. As NPM, na forma de aglomerados marrons (coloragdao por
H&E) ou azuis (coloragdo de Perls), estdao apontadas por setas. Note a menor quantidade
de particula no parénquima do tecido em relagao a prancha anterior. Coloragcao por H&E
(CeF)ePerls (ABDekE).
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Figura 4-8 - Fotomicrografia de cortes de pulmido de camundongos do grupo G3 vistas
no microscépio de luz (A) e eletronico de transmissdo (B, C e D). Em B, detalhe de NPM
dentro de vasos sanguineos (VS) localizados no septo alveolar. Em C temos uma
ampliacdo semelhante a area mostrada em A, mostrando a presengca de NPM na
parénquima do tecido (setas) entre dois pneumécitos do tipo | (P1). Em D, uma

ampliacao da area mostrada na foto anterior, mostrando detalhes das NPM.
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Cortes histoldgicos de bago mostram o 6rgao dividido internamente em
polpa branca e polpa vermelha, ambos preenchidos por células imunitarias
(Figura 4-9) Uma leve marcagao para ferro pelo método de Perls é notado na
polpa vermelha dos grupos controle (GC) e experimental 5 minutos (G1).
Ambos os grupos exibiram uma morfologia semelhante, ndo sendo possivel a

distincao entre o ferro enddégeno e aquele referente as NPM.

Os Grupos G2 (30 minutos) e G3 (2 horas) (Figura 4-10 A e B) exibem a
mesma morfologia de G1 e GC, ainda n&o sendo possivel distinguir as NPM. O
grupo G4 (12 horas) (Figura 4-10 C) exibe um aumento na marcagao de ferro
pelo método de Perls na polpa vermelha. No grupo G5 (1 dia) (Figura 4-10 E e
F) esta forte marcagdo também é notada na polpa vermelha, além de pequenos
depositos que passam a ser visiveis na periferia da polpa branca. Ambas as
marcagbes parecem ocorrer nos espacos entre as células, atribuidos aos

sinusiodes do 6rgao.
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Figura 4-9 - Fotomicrografia de cortes histolégicos de bago de camundongos. O grupo
G1 (5 minutos) pode ser observado em A, B, C, e D. Existe uma marcagao para Ferro
(setas) pelo método de pelrs na polpa vermelha (PV) do érgao, ausente na polpa branca
(PB). Note que uma marcagdao semelhante é notada nos animais do grupo controle (E e
F). Coloragao por H&E (A e C) e Perls (B, D, E e F).
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Figura 4-10 - Fotomicrografia de cortes histolégicos de bago de camundongos corados
pelo método de Perls. O grupo G2 (30 minutos) pode ser observado em A e B; G3 (2
horas) em C, G4 (12 horas) em D; G5 (1 dia) em E e F. Existe uma marcagao para Ferro
(setas) pelo método de Pelrs na polpa vermelha (PV) do 6rgiao que aumenta na

seqiiéncia de fotos. Note a marcagao de Ferro (*) dentro da polpa branca (PB) em E e F.
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Cortes histologicos de bago dos animais do grupo experimental 1
semana (G60) (Figura 4-11) exibem uma forte marcacao de ferro pelo método
de Perls na polpa vermelha, levemente mais intenso do que o grupo G5. As
marcacdes para ferro estdo mais intensas na periferia da polpa branca, em

comparagao ao grupo anterior. As marcagbes parecem ainda ocorrer em

espacos entre as células.

Figura 4-11 - Fotomicrografia de cortes histolégicos de bagco de camundongos corados
pelo método de Perls do grupo G6 (1 semana). Existe uma forte marcagao para Ferro
(azul) na polpa vermelha (PV) do. Note também a marca¢ao de Ferro (seta) dentro da

polpa branca (PB) em F.



70

Cortes histologicos de bago dos animais do grupos experimentais 1 més
(G7) (Figura 4-12) exibem uma marcag¢ao mais intensa de ferro pelo método de
Perls na polpa vermelha. As marcagbes para ferro na polpa branca continuam

a partir da periferia.

A microscopia eletrénica de transmisséo (Figura 4-13) demonstrou que
as NPM estao presentes tanto no meio extracelular, quanto no citoplasma das
células. As particulas na parte externa aparentemente estdo formando

agregados, enquanto que aquelas no interior das células estdo mais

individualizadas.

Figura 4-12 - Fotomicrografia de cortes histolégicos de bagco de camundongos corados
por H&E (C) e pelo método de Perls (A, B e D) do grupo G7(1 més). Note a marcagao

para Ferro (setas) na polpa vermelha (PV) e na polpa branca (PB).
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Figura 4-13 - Fotomicrografia de cortes de bago de camundongos do grupo G6 vistas no

microscoépio de luz (A) e eletronico de transmissdo (B, C e D). Em B temos uma
ampliagdo semelhante a area correspondente a polpa branca de A (PB), mostrando a
presenca de leucocitos no parénquima do tecido (Leu). Em C, uma ampliagcdo da area
contornada em B, mostrando detalhes da presenca de NPM (setas) nos espacgos
extracelulares (E) e no citoplasma das células (Ctp). Em D temos uma ampliagdo
semelhante a polpa vermelha de A (PV), mostrando NPM nos sinusdides (S) e no

citoplasma das células (Ctp).
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Cortes histoldgicos de figado do grupo controle (GC) (Figura 4-14 A, B e
C) mostram a organizacao estrutural do 6rgédo. A unidade funcional do figado é
composta por corddes de hepatocitos arranjados paralelamente a capilares
sinusodides. Estes vasos derivam de vasos maiores nas bordas da unidade
funcional (espacgo porta), e convergem até a veia central de cada unidade. Na
luz de cada capilar sinusoide sao encontrados numerosos macréfagos,

denominados células de Kupffer.

No grupo experimental 5 minutos (G1) (Figura 4-14 D), é possivel notar
uma leve marcacéo para ferro pelo método de Perls, sempre associado a
células de Kupffer. No grupo experimental 30 minutos (G2) (Figura 4-14 E e F),
um maior numero de células de Kupffer com marcagédo € encontrado. Em

nenhum dos grupos foi possivel observar qualquer alteragdo histolégica.
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Figura 4-14 - Fotomicrografia de cortes histologicos de figado de camundongos. O grupo
GC (controle) pode ser observado em A, B e C; G1 (5 minutos) em D; G2 ( 30 minutos) em
E e F. A unidade funcional do figado esta contornado em A, com uma veia central (VC)
no centro e vasos dos espago porta (EP) na periferia. Os capilares sinusoides (S) estao
paralelos a cordoes de hepatdcitos (H). Células de Kupffer (K) pedem ser notados na luz
dos sinusdides. A presenca de NPM (seta) pede ser percebida a partir da foto D.
Coloragao por H&E (A e C) e Perls (B, D, E e F).
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Cortes histologicos de figado dos grupos experimentais 2 horas (G3)
(Figura 4-15 A e B), 12 horas (G4) (Figura 4-15 C e D) e 1 dia (G5) (Figura 4-
15 E e F) mostram um gradual aumento da presenca de NPM, mostradas pelo
método de Perls ou H&E. Pequenos infiltrados inflamatorios foram observados,
associados a NPM (Figura 4-15 A). Numerosos macréfagos (Kupffer) contendo

NPM sé&o encontrados em todos os cortes dos grupos.



Figura 4-15 - Fotomicrografia de cortes histologicos de figado de camundongos. O grupo
G3 (2 horas) pode ser observado em A e B; G4 (12 horas) em C; G5 (1 dia) em D, E e F.
As NPM podem ser percebidas na forma de aglomerados marrons (H&E) e azuis (Perls)
dentro de células de Kupffer (setas) ou infiltrados inflamatorios (*). Coloragao por H&E
(A, B, C e F)ePerls (D e E).
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Os grupos experimentais 1 semana (G6) (Figura 4-16 A e B) e 1 més
(G7) (Figura 4-16 C, D, E e F) apresentam uma forte marcacao de ferro pelo
método de Perls nos capilares sinusdides. Esta marcacdo foi a de maior
intensidade e frequéncia encontrada entre os grupos, sem apresentar diferenca
entre ambos. Numerosos macréfagos contendo NPM foram encontrados, além
de depositos de ferro na tunica adventicia (tecido conjuntivo) de veias centrais

(Figura 4-16 E).

As fotomicrografias de figado cortado para microscopia eletrénica de
transmissao demonstram que os hepatoécitos possuem pequenos depdsitos de
NPM (Figura 4-17 D) e, fato ndo demonstrado na ML. Uma célula de Kupffer é

mostrada em detalhe na (Figura 4-17 B e C).
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Figura 4-16 - Fotomicrografia de cortes histologicos de figado de camundongos. O grupo
G6 (1 semana) pode ser observado em A e B; G7 (1 més) em C, D, E e F. As NPM (setas)
podem ser percebidas na forma de aglomerados marrons (H&E) e azuis (Perls) dentro de
células de Kupffer ou no conjuntivo associado a vasos (setas). Coloragdo por H&E (F) e
Perls (A, B, C,D e E).
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Figura 4-17 - Fotomicrografia de cortes de figado de camundongos do grupo G6 (1

semana) observados ao microscopio eletréonico de transmissdo. Em A é possivel
observar um hepatocito com pequenos aglomerados de NPM (setas) no seu citoplasma.
Em B, uma ampliagado da area semelhante mostrando detalhes das NPM. Em C e D uma
célula de Kupffer & mostrada contendo numerosos aglomerados de NPM (setas) no seu

citoplasma.
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4.2.3 Micronucleo

O teste de micronucleo mostrou que o tratamento com AL-NPM néo
induziu aumento na freqiiéncia de micronucleos de eritrocitos normocromaticos
em nenhum tempo experimental (dados ndo apresentados). Também nao foi
observado aumento na freqliéncia de micronucleos em eritrécitos
policromaticos ap6s o tratamento com NPM (Tabela 4-2). Por outro lado houve
diminuicdo significativa na porcentagem de eritrocitos policromaticos (%EPC)
em todos os tempos estudados, quando comparado ao controle, sugerindo

atividade citotoxica.

Tabela 4-2: Efeitos do tratamento de camundongos com AL-NPM na
genotoxicidade e citotoxicidade de eritréocitos da medula ossea de
camundongos. As células foram coletadas apés o tratamento de 12h (G4), 24h
(G5), 1 semana (G6) e 1 més (G7).

GRUPO MN EPC % EPC

Controle 50+1,9? 47,2 £ 1,52

G4 5,2+ 1.5° 41,3+2,7°

G5 5,0+ 3,1 41,1+ 1.8°

G6 52+1,9 41,2+0.8°

G7 5,8 +1,5° 42,9+ 0.3°

Controle Positivo (CF) 12.2+1.7° 36.0 + 3.0°

MN EPC = Frequéncia de micronucleos observados em eritrocitos

policromaticos; %PCE = Porcentagem de eritrocitos policromaticos; CF =
Ciclofasfamida. Letras diferentes nos tratamentos mostram diferencas

estatisticamente significativas (p<0,05).
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4.2.4 Campo magnético

Cortes histolégicos de pulmdo de animais submetidos ao campo
magnético no térax e que receberam inje¢cdo de AL-NPM, demonstram
agregados de NPM distribuidos ao longo do parénquima do 6rgao, semelhante
aos grupos que receberam injegcdo de AL-MPN sem campo aplicado (G2). No
entanto, foi possivel perceber grandes depoésitos de NPM (Figura 4-18 A, B, C
e D) localizados em uma unica regiao do 6rgéo. O tamanho destes agregados
foi maior do que qualquer outro grupo (Figura 4-18 E e F). Os aglomerados

foram encontrados obstruindo completamente artérias de médio calibre.
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Figura 4-18 - Fotomicrografia de cortes histolégicos de pulmido de camundongos.
Animais submetidos ao campo magnético direcionado para o térax (A, B, C e D) exibiram
grandes aglomerados de NPM (setas) marrons (coloragdo por H&E) ou azuis (coloragao
de Perls) em vasos de médio calibre. Compare com as fotos de animais sem tratamento
com campo, G1 (E) e G2 (F). Coloragao por H&E (C, D e E) e Perls (A, B, C, D e E).
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A histologia de cerebelo (Figura 4-19 A) mostra a substancia cinza
(regido que contem corpos celulares de neurdnios) subdividida em trés regides:
camada molecular, camada granular, e entre elas uma unica camada de
neurénios, a camada de células de Purkinje (n&o mostrado). A substancia
branca é encontrada como uma regiéo clara no centro. Cortes histolégicos de
cérebro mostram (Figura 4-19 B) a regido da substancia cinza, exibindo
diversos corpos de neurdnios.

Animais injetados com AL-NPM e submetidos a campo magnético na
regidao encefalica demonstram poucos agregados de NPM presentes no cértex
cerebral. Os agregados N&o parecem estar associados nenhuma célula do
tecido. Nenhuma particula foi percebida em cortes histologicos de animais
injetados e sem tratamento por campo.

Os agregados de NPM foram encontrados na substéncia cinza de
cérebro de quatro animais experimentais, € na camada molecular da
substancia cinza do cerebelo de um animal. Quando os cortes semi-seriados
foram colocados em seqiéncia, foi notada a deposigcdo pontual desses
agregados no tecido. As Figura 4-19 B e C mostram dois cortes em seqiiéncia
de cerebelo. Sequéncia semelhante no cérebro € mostrada nas Figura 4-19D e
E.

Os cortes de pulmao dos animais submetidos ao campo direcionado na
cabega nao demonstram diferenca na deposicdo de NPM quando comparados

ao grupo de biodistribuicdo G2 (dados ndo mostrados).
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Figura 4-19 - Fotomicrografia de cortes histolégicos de pulmdo de camundongos

corados pelo método de Perls. Animais injetados e sem tratamento TRATO03 néo

apresentam NPM no cerebelo (A) e cérebro (B). Animais do grupo TRATO01 (C, D, E e F).

Em A, corte histolégico de sec¢do do cerebelo, e em B seg¢do seguinte quando

desprezado 50 ym. Em C corte histoldgico de se¢do de cérebro, e em B se¢ado seguinte

quando desprezado 50um. Grande aglomerados de NPM (setas) pode ser percebido na

substancia branca dos 6rgaos. Compare com as fotos de animais sem tratamento com

campo (cerebelo em E e cérebro em F). SB = substancia cinza, CM = camada molecular,

CG = camada granular, SB = substancia branca.
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O ferro € o elemento mais utilizado na confeccao de NPM em aplicagbes
biomédicas por ser o metal mais abundante nos organismos. Esta
caracteristica acarreta na presenca de diversos mecanismos moleculares nos
organismos de controle da quantidade de ferro, em células e tecidos
(CARTRON, et al. 2006, GANZ 2007). Esses mecanismos tornam-se ainda
mais relevantes quando consideramos que tratamentos envolvendo NPM
contendo 6xidos de ferro elevam a oferta de elemento de ferro no organismo.
Esta presenca pode acarretar a formacdo de radicais livres e,
conseqlentemente, causar danos as membranas e ao DNA das células,
aumentando dessa forma a mortalidade celular (EMERIT, BEAUMONT e

TRIVIN 2001).

Os dados obtidos na cultura de células sugerem que AL-NPM né&o
interfere de forma significativamente no metabolismo de células de tecido
conjuntivo (CHMI e FHN) nas concentragdes testadas. No entanto, macréfagos
peritoneais apresentaram uma diminuicdo na viabilidade quando tratados em
altas concentracdes (250ug e 25ug de AL-NPM). Quando comparados aos
outros dois tipos celulares estudados, podemos inferir que este fendmeno
provavelmente esta associado a maior capacidade fagocitica dos macrofagos,
uma vez que dados da literaturam ja demonstram essa maior habilidade neste
tipo celular , inclusive englobando nanomateriais que sdo desenhados para
evadir o sistema imune (XIA e TRIFFTT 2006). A resposta comum dos
macrofagos quando confrontadas a materiais externos é a liberacao de
quimioatratores para mais leucocitos, potencializando a resposta imunoldgica

em organismos.
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A interacdo macréfago e AL-NPM pode ter desencadeado uma
toxicidade pelo maior acumulo de Ferro e acido laurico. O acumulo de acidos
graxos também esta relacionado a diversas patologias nos organismos,
justamente ao oxidar compostos organicos basicos (LIMA, et al. 2002, HUANG,
et al. 2005). Em um recente trabalho ( (PRADHAN, et al. 2007), NPM de
magnetita estabilizadas por acido laurico demonstraram toxicidade em
fibroblastos de camundongos em concentragbes maiores 400ug/ml de ferro,
maior do que aquela utilizada neste trabalho. A comparacéo dos resultados
obtidos nestes estudos sdo semelhantes, quando comparamos a faixa de

concentracéo de NPM utilizada e o tipo celular estudado.

Quando comparados os resultados obtidos a estudos onde se utilizam
centros metalicos com outros 6xidos de ferro e a mesma cobertura (acido
lurico), n&o foi possivel notar diferengas na resposta celular quando
comparamos o nucleo de magnetita e maguemita (PRADHAN, et al. 2007).
Nenhum estudo demonstrou ainda diferencas na resposta celular quando
tratados com os diversos tipos de é6xidos de ferro, empregando-se a mesma

cobertura.

O fator agregador de AL-NPM em meio de cultura pode ser outro fator
que contribuiu com a resposta mais acentuada de macréfagos peritoneais. Em
alguns trabalhos (PRADHAN, et al. 2007) é proposto que a maior concentracao
de NPM leva a uma maior aglomeracéo das particulas. Este fenbmeno diminui
a superficie de contato das particulas, e assim dificultam a sua endocitose por
células. Os dados experimentais de AL-MPN demonstram a manutencéo do
raio hidrodindmico préximo a um valor fixo, mesmo quando sua concentragao é

aumentada (Tabela 3-2). Estes dados experimentais sugerem que o raio
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hidrodindmico sofre pouca variagdo quando a sua concentracao é alternada e

assim, a maior aglomeragao das NPM nao é evidenciada.

Nos testes em animais, a amostra mostrou-se de dificil aplicacao, ja que
como explicado anteriormente, a amostra naturalmente forma aglomerados
quando em contato com o sangue. Percebeu-se que nos animais testados
(camundongos swiss) a aplicagdo provavelmente compromete o0s vasos
sanguineos submetidos a injecdo aplicados, provavelmente impossibilitando
futuras injegdes. E sugerido em a averiguagédo de novos modelos animais (de
maior porte) para permitir sucessivas inje¢cdes. Também devemos considerar a
possibilidade de aplicagéo através do outra via, como inje¢des intraperitoneais
e intramusculares. Depois de aplicado, nenhum efeito fisico foi percebido nos

animais, mesmo apdés um més de injecéo.

Nos exames histopatolégicos, as AL-NPM quando em contato com os
orgédos estudados, n&o demonstraram qualquer alteragdo severa. O
espessamento do parénquima pulmonar encontrado nas observacgdes
histolégicas sdo encontrados também em outros outros trabalhos que
utilizaram diferentes coberturas e particulas (Garcia, et al. 2005, Sadeghiani, et
al. 2005). Nos trabalhos recentes que utilizam &cido laurico, ndo foram feitos
testes in vivo (PRADHAN, et al. 2007) ou a NPM esta contido em outro sistema
de nanomateriais, como magnetolipossomo (DE CUYPER, et al. 2007). O
espessamento do parénquima pulmonar foi relacionado com a presenca
células inflamatoérias, um indicativo de que uma resposta inflamatéria esta em
curso no tecido conjuntivo. Esta resposta mostrou-se reversivel em outros
modelos experimentais com MPN ( (GARCIA, et al. 2002), e os dados

experimentais do trabalho atuam sustentam essas evidéncias, uma vez que o
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espessamento encontrado nos animais de tempos curtos de tratamento (até 2
horas de tratamento) mostrou uma clara diminuicdo nos tempos experimentais

mais longos (um més).

O efeito agregador de AL-NPM no sangue parece também ser o
responsavel pela aparente afinidade da particula ao pulm&o. E proposto que,
AL-MPN quando injetados, formam aglomerados quando em contato com o
fluido sanguineo, que possui concentragdes semelhantes aquelas encontradas
no meio de cultura. Estes aglomerados seriam rapidamente conduzidos aos
diminutos capilares existentes no pulméao, formando os aparentes depoésitos
nos exames morfolégicos (Figura 4-5 e Figura 4-6). No entanto, estes
aglomerados rapidamente sdo desfeitos no 6rgao (ap6s 30 minutos e 2 horas)
A diminuicdo da presenca de aglomerados de AL-NPM coincide com o
aumento de marcacgéo para ferro em figado e bagco. O quando essa afinidade
se deve por esse mero fator fisico, ou se afinidades quimicas contribuem para

o fenbmeno permanecem em aberto.

A retencdo de NPM no baco e figado &€ amplamente descrito na
literatura. Animais submetidos a injecées de NPM de magnetita recobertas por
dextran (Lacava, et al. 2004) mostram um direcionamento das NPM do sangue
diretamente para estes 6rgaos. Nas NPM de maguemita recobertas por DMSA
(Chaves, et al. 2005), as particulas surgiram primeiro no pulmao, e até 24
horas apds o tratamento foi notada a presencga das particulas no figado, porém
nao foi demonstrado presenca das particulas em bago. O estudo realizado com
NPM recobertas por acido poliaspartico (Sadeghiani, et al. 2005) mostram a
retencéo das particulas em pulméo, figado e bagco mesmo apds 15 dias de

injegdo. Como comentado anteriormente, esta afinidade diferenciada
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certamente € atribuido a natureza quimica da cobertura e ndo ao emprego dos

diferentes 6xidos de ferro.

O figado e bago sdo érgaos estao interpostos na circulacao sistémica e,
entre outras fungdes, realizam filtragem e remocao de particulas e patégenos
do sangue. O figado € o 6rgdo que mais possui macrofagos (célula de Kupffer)
no corpo, e por isso sempre esta associado a captacdo de NPM em diversos
estudos (MORNET, et al. 2006, BARBOSA 2004, Chaves, et al. 2005, Garcia,
et al. 2005, Kim, et al. 2006). Nos tempos experimentais testados nos animais,
foi possivel notar a progressao da presencga baixa marcacédo para ferro nos
sinusodides hepaticos e nas células de Kupffer e tempos experimentais mais
curtos, até atingirem uma marcagdo maxima apos um més de tratamento.
Estudos utilizando NPM recobertas por DMSA (BARCELLOS, et al. 2003)
mostram um tempo de reteng¢do no figado que pode ser notado até trinta dias
apos a injecdo. Apds noventa dias, indicios de alteragdes morfolégicas foram
observados. Apesar dos achados anteriores em meio de cultura com
macrofagos peritoneais terem mostrado um diminuicdo da viabilidade celular
em maiores concentragdo de AL-NPM, no figado a células podem ser repostas,

e assim nao causar prejuizos ao organismo.

O bago é o maior 6rgao linféide interposto na circulagdo sistémica.
Artérias originadas da capsula do érgéo penetram no tecido esplénico e sao
envoltas por tecido linféide frouxo, formando a polpa branca. Essas artérias
saem da polpa branca e podem confluir a uma circulagdo aberta na polpa
vermelha, nos chamados sinusoides esplénicos, delimitados por numerosos
macrofagos e linfécitos. As NPM injetadas sdo encontradas nos sinusoides da

polpa vermelha, como evidenciado nas pranchas de figuras 4-9 a 4-13. Foi
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notado nas analises morfoloégicas que a maior concentragdo de NPM) levam a
um extravasamento a polpa branca, provavelmente através de espacgos na
matriz. Este processo explica o padrao de infiltragdo periférico encontrado na
polpa branca e as fotomicrografias de baco tiradas na MET (Figura 4-13)
demonstram a grande presenga de particulas na matriz extracelular. Vale
ressaltar que nenhum efeito patolégico foi observado no 6rgdo, apesar da

grande quantidade de AL-NPM acumulado.

Nos testes de micronucleo, o efeito genotoxico é avaliado por meio da
incidéncia de micronucleos nos eritrocitos policromaticos, pois 0s mesmos
possuem um tempo de vida curto, de modo que, qualquer micronucleo que ele
contenha deve ter sido gerado como resultado de danos cromossdémicos
induzidos recentemente (RIBEIRO 2003). Os resultados encontrados no teste
de micronucleo mostram que a amostra de AL-NPM nao é genotdxica aos
animais tratados, na dose e tempos utilizados. Esses resultados estdo de
acordo com trabalhos anteriores, nos quais foram utilizados materiais
magneéticos (GARCIA, et al. 2002).

O efeito citotoxico € avaliado por meio do percentual de eritrocitos
policromaticos (%EPC). Normalmente, o %EPC varia de 50 a 60%, sendo que
valores menores que 20% em relagdo ao controle indicam citotoxicidade
(RIBEIRO 2003).

Os resultados deste estudo evidenciaram efeito citotoxico AL-NPM em
todos os tempos avaliados. Resultados similares foram encontrados em outros
trabalhos, nos quais os autores verificaram redugédo de %EPC apéds tratamento
com NPM, porem a natureza quimica destas amostras eram diferentes:

Magnetita recoberta com acido glucénico (BARBOSA 2004), acido
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Poliaspartico (Sadeghiani, et al. 2005) e ferrita de cobalto recobertas com acido
citrico (KUCKELHAUS, et al. 2003). Porém, este efeito foi considerado brando,
uma vez que a representou uma leve queda em comparagéo ao grupo controle
(Tabela 4-2).

Como foi demonstrado nos resultados de RM (Tabela 4-1), AL-NPM nao
foram encontrados em cérebro de animais injetado. No entanto, em animais
submetidos ao campo magnético, este quadro foi revertido. Quando
consideramos o 6rgdao como um todo, notamos que uma pequena area do
orgdo, associada a regido de inducdo do campo magnético, demonstrou
acumulos pontuais de NPM. Trabalhos recentes usando NPM ligados a
peptideos (BULTE e KRAITCHMAN 2004) e lipossomas contendo NPM
(Riviére, et al. 2007) demonstraram que a migracdo das particulas ocorre
basicamente através da microcirculacdo do 6rgdo. Nenhum vaso sanguineo
préximo aos aglomerados foi notado, e 0s mecanismos nos quais ocorre essa
migracg&o no trabalho atual ndo estao claros. A presenca de NPM em cerebelo
e nao ao cérebro de um animal experimental pode estar relacionado ao
posicionamento deste animal na bobina de Helmoltz, que ocasionou uma

indug&o magnética diretamente na area deste 6rgao.

Outros estudos demonstram que a aplicacdo de um campo magnético
direcionado a cabeca de animais experimentais aumentam a concentragao das
NPM no tecido nervoso, mesmo para aquelas particulas com baixa afinidade a
esse tecido. A aplicacédo de campo também aumenta o tempo de permanéncia

das particulas no tecido cerebral (Chertok, A. Moffatb, et al. 2008).

Os resultados obtidos na atragcdo magnética direcionada ao toérax de

animais injetados por AL-NPM sugerem uma maior susceptibilidade neste
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orgdo ao campo. Este fato se deve provavelmente pela presenca de
aglomerados nos capilares do 6rgao. Nos sistemas magnéticos, o tamanho
esta diretamente relacionado a suscetibilidade magnética. Particulas menores
que 1um séo de dificil resposta magnética (FORBES, et al. 2003), por isso
muitos grupos usam como estratégia para potencializar esta resposta
justamente a aglomeracédo de NPM, como na separagéo de neutréfilos em
solugdo (Hoshino, Ohnishi e Yas 2007). Os resultados obtidos na atracao
magnética direcionada ao térax de animais injetados por AL-NPM sugerem
uma maior susceptibilidade neste 6rgdo ao campo pela presenca de grandes

aglomerados presentes no tecido.

A qualidade dos resultados obtidos no direcionamento magnético esta
diretamente relacionada com o equipamento. Na bobina de Helmoltz utilizada
no experimento, duas pecgas metalicas de formato cilindrico garantem o campo
magnético uniforme do sistema (Figura 5-1 A). O formato destes cilindros gera
um campo magnético apenas nas bordas de cada peca. A utilizagcdo de pecas
com formato mais triangulares (afiados) permite um campo de maior

intensidade e localizagdo mais pontual (Figura 5-1 B).
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PONTEIRAS

CAMPO

Figura 5-1 - Figuras esquematicas mostrando o campo magnético gerado no

experimento (A) e o modelo proposto (B).
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Com base nas possiveis aplicagdes das nanoparticulas magnéticas em

sistemas biologicos, este trabalho visou a analise dos efeitos de um novo FM

contendo NPM de maguemita revestidas por dupla camada de acido laurico

(AL-NPM) em células cultivadas (in vitro) e em camundongos machos

submetidos a uma injegdo endovenosa do FM. Os resultados permitem

concluir que:

Os testes in vitro demonstraram que AL-NPM nao interferem com a
viabilidade de células CHMI e FNH quando utilizamos concentracbes de
AL-NPM que variam de 250ug a 0,25ug de ferro. Porém em macrofagos
peritoneais apresentaram diferengca estatistica significante em
concentracbes de 250ug e 25ug de Ferro, com uma redugdo na
viabilidade celular;

A distribuicdo de AL-NPM injetados em camundongos swiss
determinado por RM mostrou presenca de NPM em baco e figado apés
24 e 48 horas da injecdo. Em pulmao NPM foram detectadas apenas no
tempo de 24 horas;

Analises histologicas demonstraram a presenca de NPM no tecido
pulmonar, em vasos sanguineos e parénquima pulmonar, com algumas
regides de espessamento associados. A quantidade de NPM observada
foi progressivamente de uma quantidade dita maxima no grupo G1 a
menor quantidade nos grupos G6 e G7,;

As NPM foram detectadas na polpa vermelha do bago de animais do
grupo G2, tendo pico maximo de concentragao em G7. Quando presente

na polpa branca exibe uma migracdo periférica. As NPM sao
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encontradas preferencialmente nos sinusdides. Nao foi detectado
adulteragdes morfoldgicas no érgéo;

As NPM foram detectadas no figado majoritariamente dentre de células
de Kupffer, apesar de que na MET foi possivel observar hepatdcitos com
particulas. A quantidade de NPM teve um padrdao similar aquele
encontrado no bago. Nao foi detectado adulteragbes morfoldgicas no
orgéo;

O teste do micronucleo demonstrou que AL-NPM n&o causou nenhum
efeito genotdxico em eritrocitos jovens da medula 6ssea de animais
submetidos a injecbes de AL-NPM, porém exibiu um leve efeito
citotéxico em todos os tempos experimentais;

A atragdo magnética mostrou-se eficiente no direcionamento de
particulas no tecido cerebral, demonstrando que pequenas quantidades
de AL-NPM podem ser conduzidas a sitios novos de deposicéo;

A atragdo magnética no pulméo nao alterou o perfio de distribuicédo de
AL-NPM no tecido pulmonar, porém causou a aglomeragéo de NPM em

vasos de médio calibre no 6rgéo.
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8.1 Sintese de AL-NPM

8.1.1 Sintese da Magnetita (Fe;0,)

Foram preparadas 100 mL de duas solu¢des contendo 9,94 g de
FeClp.4H,0 e 27,03 g de FeCls.6H,0, solugdes de 0,5 mol.L™ e 0,1 mol.L”
respectivamente. As solugdes foram misturadas, sob agitagdo mecanica, e
foram adicionados 100 mL de NH4OH a 25%. Um precipitado negro foi
instantaneamente formado. O sistema continuou sob agitacdo a temperatura
ambiente por 20 minutos. Apbés o referido periodo as particulas foram
sedimentadas com o auxilio de um im& e o sobrenadante removido. Em
seguida as particulas foram lavadas por cinco vezes, com agua destilada, para

a remocéao dos contra-ions.

8.1.2 Sintese da Maguemita (y -Fe,05)

As particulas de Fe3O4 produzidas pelo método descrito
anteriormente, puderam ser oxidadas a y- Fe;O;. A estas particulas de
magnetita foram adicionados 80 mL de uma solugdo de HNOs a 2,0 mol.L™" e
120 mL de uma solugdo preparada a partir de  Fe(NO3)3.9H,O 0,35 mol.L™.
Em seguida, a mistura foi aquecida até ebulicdo por 2 h. Por vezes, foi
adicionada agua destilada para evitar a secura do sistema. Apo6s o referido

periodo houve a mudancga da colorag&o negra das particulas de magnetita para



110

coloragdo marrom, evidenciando-se a oxidagdo. As particulas foram
sedimentadas com o auxilio de um ima e o sobrenadante removido. Em

seguida as particulas foram lavadas por trés vezes, com HCI 1mol.L™".

8.1.3 Preparagao das particulas de maguemita funcionalizadas

com monocamada de laurato

As particulas de maguemita foram dispersas em agua e o sistema
foi aquecido até atingir temperatura aproximada de 60 °C, sob agitacéo
mecanica ininterrupta. Ainda nestas condigbes 1,8 g de acido laurico foi
adicionado. O pH foi ajustado para oito com algumas gotas de NH,OH
concentrado. A temperatura foi aumentada para 75 °C e mantida neste patamar
por 30 minutos. Ao término deste periodo, as particulas funcionalizadas
passaram a ter carater hidrofébico, devido a funcionalizacdo da monocamada
de laurato nas nanoparticulas. Em seguida as particulas foram lavadas por

cinco vezes, com agua destilada, para a remocéo dos contra-ions.

8.1.4 Preparagao das particulas de maguemita funcionalizadas

com bicamada de laurato. (AL - NMP)

Procedimento semelhante a formacédo da monocamada foi adotado. As

nanoparticulas funcionalizadas com laurato foram adicionadas a agua em um
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béquer. As nanoparticulas ndo se dispersam em agua devido ao carater
hidrofébico proveniente da funcionalizagdo com o laurato. O sistema foi
aquecido até atingir temperatura aproximada de 60 °C, sob agitagdo mecanica
ininterrupta. Ainda nestas condigdes o acido laurico foi adicionado. O pH foi
ajustado para oito com algumas gotas de NH,OH concentrado. A temperatura
foi aumentada para 75 °C e mantida neste patamar por 30 minutos. Ao término
deste periodo, as particulas se dispersaram espontaneamente na fase aquosa
formando um fluido magnético, evidenciando o carater hidrofilico, devido a
funcionalizacdo de mais uma camada de laurato nas nanoparticulas. O fluido
de bicamada foi dialisado em membrana semipermeavel em agua deionizada
para remocgdo do excesso de acido laurico.  Apds a dialise, o pH do fluido
magnético foi ajustado para pH = 7, pela adicdo de solu¢cdes aquosas de

NaOH e HCI.

8.1.5 Modelo de AL-MNP

A Figura 8-1 ilustra modelos estruturais da molécula de acido laurico. As
nanoparticulas funcionalizadas com monocamada de laurato podem ser
representadas pela Figura 8-2 A. As nanoparticulas funcionalizadas com
bicamada de laurato podem ser representadas pela Figura 8-2 A. Estes sao

modelos genéricos de possibilidades ideais.
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Figura 8-1 - Modelos esquematicos da molécula de acido laurico
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Figura 8-2 - Figuras ilustrativas do arranjo molecular encontrado em AL-MNP com

monocamada de acido ladrico (A) e bicamada (B).



