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|. RESUMO



A nanotecnologia tem despertado crescente interesse na area biomédica. Materiais
nanoestruturados e, em particular fluidos magnéticos, magnetolipossomas e polimeros
magnéticos, constituidos a partir de nanoparticulas magnéticas (NPM) tém sido propostos
como entregadores de drogas, para separacdo de células, diagnostico invitro ou in vivo, e
para o tratamento de diversas patologias. Uma nova amostra magnética que possa efetuar
estes procedimentos foi desenvolvida: polimeros de abumina magnéticos (PAM) contendo
nanoparticulas de maghemita (diametro 9,2nm; 2,46 x 10* particulas’mg). Para atender aos
requisitos de que os efeitos biolégicos de um novo material sgjam conhecidos antes que
sgjam testados clinicamente este trabalho teve como objetivo a avaiagdo, in vitro, de
possiveis efeitos citotdxicos e genotdxicos dos polimeros de albumina magnéticos (PAM).
Céulas de glandula submandibular humana (HSG) e células mesangiais (CM) foram
cultivadas na presenca da amostra PAM em trés diferentes concentragoes (250ng/mL,
150ng/mL e 75ng/mL) por 24 horas. A citotoxicidade foi avaliada por meio de ensaio de
coloracdo de aaranjado de acridina/lbrometo de etidio e a genotoxicidade por meio de
ensaio de cometa. Alémdisso, foram realizadas analises morfoldgicas em microscopia de
luz e da ultra-estrutura em microscopia el etronica de transmissdo. Os resultados mostraram
que a amostra PAM: (1) apresenta citotoxicidade relacionada a concentracdo da amostra e
tipo celular; (2) induz, como principal via de degeneracéo, a apoptose, que € sempre menor
do que 20%; (3) tem atividade genotdxica, mas, em sua maioria, 0s danos sdo de
intensidade leve (classe 1 e 2); (4) em concentracbes menores, pode apresentar atividade
genotdxica e ndo ter correspondente atividade citotoxica; (5) ndo apresentou alteractes na
morfologia ou ultra-estrutura de ambas as células; (6) teve suas NPM interiorizadas por
algumas cdlulas. A citotoxicidade e genotoxicidade observadas podem ter relacdo com
radicais livres induzidos pela presenca de ferro nas NPM. Esses resultados sugerem uma
possivel biocompatibilidade da amostra PAM, sugerindo que testesin vivo sgjam realizados
para aprofundar o entendimento das interacbes entre os polimeros de abumina —

nanoparticulas de maghemita e as células-tecidos animais.



II. ABSTRACT



Nanotechnology is marked by an increasing interest in the biomedical field.
Nanostructured materials, such as magnetic fluids, magnetoliposomes, and magnetic
polymers, composed of magnetic nanoparticles (NPM’s) have been proposed for severa
applications: drug delivery systems, cell sorter, in vitro and in vivo diagnosis, and also for
the treatment of several pathologies. A new sample, the magnetic albumin polymers (PAM)
composed of maghemite nanoparticles (diameter 9.2nm; 2.46 x 10™ particle/mg) has been
developed for biomedical applications purposes. New materials have to be biologically
investigated before their clinical tests. In accordance with this requirement, the am of this
work was to evaluate, in vitro, the cytotoxicity and genotoxicity degrees of PAM sample.
Human submandibular duct cells (HSG) and mesangial cells (CM) were cultivated during
24 hours in the presence of the PAM sample at three different concentrations (250ng/mL,
150mg/mL e 75ng/mL). The cytotoxicity was evaluated through acridine orange/ethidium
bromide staining assay. The genotoxicity was investigated through the comet assay.
Further, cells morphology and ultra structure were investigated by both light and
transmission electronic microscopes analyses. The data show that the sample PAM (1)
presents cytotoxicity related to the sample concentration and cellular type; (2) conducts less
than 20% of cell to death; death are mainly by apoptosis; (3) presents genotoxic activity but
the induced damages are not intense (classes 1 and 2); (4) at the minor concentrations may
present genotoxic activity without parallel cytotoxicity; (5) does not induce morphological
or ultra structural alterations on both cellular types; (6) NPM’ s may be internalized by HSG
and CM cells The PAM cytotoxicity and genotoxicity activities may be related to the free
radical production induced by the NPM’s iron content. The results suggest that PAM is
possibly biocompatible and also that this sample deserves to be investigated through in vivo
tests that can elucidate the albumin polymers- maghemite particles and animal cell-tissues
interactions.



1. INTRODUCAO



Nas Ultimas décadas, a &ea da ciéncia denominada nanotecnologia tem
despertado interesse crescente, pois utiliza materiais e sistemas cujas estruturas e
componentes exibem propriedades fisicas, quimicas €/ou biologicas significativamente
novas. Muitas dessas novas propriedades surgem em funcdo do tamanho extremamente
pegueno das nanoparticulas que, de forma ideal, varia entre 1 e 100 nm (Reith, 2003;
Chan, 2006; Naschie, 2006). Dentre os materiais nanoestruturados, as nanoparticulas
magnéticas (NPM) tém se destacado nas areas biomédicas por apresentarem
caracteristicas como ata propor¢do na relacdo superficie/volume e capacidade de
responder a um gradiente de campo magnético. Além disso, quando em escaa
nanomeétrica, esses materiais se comportam como particulas superparamagnéticas, ou
sgja, ndo retém magnetismo apds a remocdo do campo magnético (Berry & Curtis,
2003a; Gupta & Gupta, 2005b).

Dentre as varias aplicagdes biomédicas das NPM destacamse a separacdo, a
purificacdo e a concentragdo de biomoléculas e de células, diagndstico por imagem de
ressonancia magnética, sistema de entrega de drogas em sitios especificos, inducéo de
hipertermia para tratamento de diversas patologias, em particular o cancer.

Para separar, purificar e concentrar biomoléculas e células, as NPM sdo,
usualmente, associadas a moléculas que possam identifick las. Quando adicionadas a
uma solucdo, ou suspensao, contendo essas biomoléculas e/ou cdlulas, as NPM formam
um complexo que pode ser recolhido por meio de um separador magnético. Um caso
particular de separacéo de células pode ser obtido ao ligar-se as NPM a um anticorpo
especifico. Quando as células alvo sdo reconhecidas pelo anticorpo ficam marcadas
magneticamente e, dessa forma, sdo gparadas por meio de colunas magnéticas e
removidas com o auxilio de um magneto externo (Safarik & Safarikova, 1999).
Utilizando essa tecnologia de separagdo imunomagnética, em 2006, Matsunaga e
colaboradores, conseguiram isolar células CD14" para serem posteriormente
diferenciadas em células dendriticas. Também em 2006, Chen e colaboradores isolaram
células CD34" umbilicais de um pool de céulas hematopoiéticas com o objetivo de
utiliza- 1as em terapias de transplante celular.

As NPM sdo capazes de funcionar como agente de contraste nas imagens por

ressonancia magnética (MRI), aumentando a sensibilidade do diagnéstico (Berry &



Curtis, 2003a; Ito et d., 2005; Neuberger et al., 2005). Para tanto, basta que as
nanoparticulas, mesmo em baixas concentragdes, sejam capturadas pelas células e nelas
permanecam pelo tempo necessario para o diagndstico. A eficacia das NPM como
agentes de contraste depende de suas propriedades fisico-quimicas como tamanho e da
ligagdo que estabelecem com outras moléculas, como por exenplo, aquelas utilizadas
para recobri-las, 0 que afetard sua farmacocinética e biodistribuicdo (Berry & Curtis,
2003a; Neuberger et a., 2005). NPM especificas para o figado foram utilizadas como
agente de contraste pela primeira vez na Europa, em 1995. Desde entdo, vérios trabalhos
tém mostrado que NPM, principalmente as de Oxido de ferro, so veiculadas espontanea
e preferencialmente para nodulos linfaticos. Assm, por meio de MRI, podem ser
detectadas, em fase precoce, metastases para nodulos linféticos dos tumores de testiculo
(Harisinghani et al., 2005), bexiga, prostata, uretra, mama, célon (Harisinghani et al.,
2004) e gastricos (Tatsumi et a., 2006). Esse método € mais especifico e mais sensivel
do que o método convencional, que considera somente o amanho do nédulo linfatico.
Em 2005, Harisinghani e colaboradores observaram que na deteccdo de nodulos
linféticos malignos em pacientes com cancer de testiculo, a MRI com nanoparticulas
mostrava sensibilidade e especificidade de 88,2% e 92%, enquanto no critério
convencional esses parametros séo de 70,5% e 78%, respectivamente.

As NPM também podem ser utilizadas como sistemas entregadores de drogas em
sitios especificos, para tratamento de diversas doencas, entre elas o cancer. Assim, as
nanoparticul as associadas a quimioterdpicos podem ser levadas a um local especifico por
meio de um campo magnético externo, aumentando a eficacia do tratamento e reduzindo
os efeitos colaterais em tecidos normais (Arruebo et al., 2007). A primeira tentativa
clinica que utilizou NPM como entregadores de drogas foi realizada por Libbe e
colaboradores (1996). Esses autores utilizaram nanoparticulas de Oxido de ferro
associadas a0 quimioterapico Epirrubicina em pacientes com tumores solidos e
demonstraram que 0 complexo nanoparticulas-quimioterdpico ndo era toxico e
acumulava-se no tecido tumoral. Mais recentemente, Alexiou e colaboradores (2005)
administraram nanoparticulas conjugadas ao quimioterapico Mitoxantrona em coelhos e
observaram que este complexo aparecia mais concentrado no tecido tumoral, mesmo

guando apenas 50% da dose do quimioterapico livre era aplicada.



Além das aplicacOes ja citadas, as NPM podem ser utilizadas para destruir
células tumorais (magnetotermocitdlise), pois quando submetidas a um campo
magnético de freqUéncia aternada, absorvem energia que é convertida em calor,
induzindo hipertermia (Hilger et a., 2005; Wang, Gu et a., 2005). Na hipertermia
gerada magneticamente, processo denominado magnetohipertermia (Guedes et al.,
2005), a temperatura nas células tumorais pode chegar até 41° - 45°C (Lee et al., 2007),
calor suficiente para destrui-las. O calor é normamente dissipado pela circulagdo
sanguinea, mas os tecidos tumorais possuem uma rede de vasos sanguineos desordenada,
0 que torna a circulagdo do sangue lenta e irregular, tornando as células mais
susceptiveis ao calor (BSD Medical Corporation, 2002; Hildebrandt et al., 2002). V arios
trabalhos mostram que a hipertermia induz danos no citoesqueleto, na membrana
citoplasmética e nas membranas de organelas, como as das mitocondrias, lisossomas e
reticulo endoplasmético. Além disso, aumenta a imunogenicidade do tumor, potencializa
os efeitos da radioterapia e aumenta a acdo de drogas antineoplasicas (BSD Medica
Corporation, 2002; Hildebrandt et al., 2002; Wust et al., 2002; Tanaka et al., 2005). Seu
papel sobre os efeitos da radioterapia e das drogas antineoplésicas € provavel mente
devido ao aumento da perfusdo tecidual, inducéo da dispersdo de radicais de oxigénio na
radioterapia e distribuicdo mais adequada da droga antineoplésica (Hildebrandt et al.,
2002; Wust et al., 2002; Sreenivasa et al., 2006).

Consideradas néo toxicas, as NPM mais testadas nas aplicagdes biomedicas séo
as de Oxido de ferro, quer na forma de magnetita (FesO4) ou em sua forma oxidada, a
maghemita (?Fe,O3). Quando dispersas em solugdes coloidais, constituem os fluidos
magnéticos, que podem ser i6nicos, quando a estabilidade coloidal é controlada por uma
maior ou menor repulsdo eletrostética entre as nanoparticulas, surfactantes, quando as
NPM sdo recobertas por uma camada molecular (que pode ser de cadeias carbbnicas
relativamente longas), ou ainda ionico-surfactantes.

Com o proposito de realizar aplicacbes biomédicas das NPM, pesquisadores do
Centro de Nanociéncia e Nanobiotecnologa da UnB (CNANO) desenvolveram um
fludo magnético i6nico congtituido por nanoparticulas de maghemita que,
subseguientemente, foram encapsuladas em polimeros de albumina (PAM) que

apresentaram alta susceptibilidade magnética. Devido a essa caracteristica, esse novo



material deve possibilitar a magnetohipertermia, como também favorecer a entrega de
drogas sitio-especifica. Antes de sua utilizagdo em aplicagBes biomédicas, entretanto, os
efeitos da administracdo de novos materiais devem ser testados em sistenes biol 6gicos.
A genotoxicidade e a citotoxidade de uma substancia podem ser avaliadas por
meio de estudos gue envolvam a andlise de danos no DNA. Um deles € o0 ensaio de
eletroforese de células isoladas em microgel — Ensaio Cometa — 0 qual envolve lise e
eletroforese de células embebidas em agarose, tornando possivel a deteccdo de quebras
no DNA de nucleos interfasicos. Neste método, células com maior quantidade de danos
no DNA apresentam migracdo mais rapida do material genético durante a eletroforese,
sendo a extensdo do dano avaliada pelo deslocamento do material genético (cauda do
cometa formada) em relagdo ao nucleo (Oliver et al., 1990; Lee, Kwon & Chung, 2003).
A redizacdo dessa técnica em condicdes alcalinas permite mensurar ndo somente
guebras nas duas fitas do DNA, mas também em uma Unica fita do DNA de nucleos
interfasicos, além de permitir detectar sitios susceptiveis a atagues alcalinos. Apresenta
vérias vantagens em relacdo a outros testes de genotoxicidade, como requerimento de
pequena quantidade de células que ndo precisam estar em proliferacdo, baixo custo,
facilidade e rapidez, e ata sensibilidade na deteccdo de baixos niveis de danos no DNA
(Tice et al., 2000). Essas caracteristicas validam o0 ensaio cometa como uma ferramenta
eficiente em estudos de toxicologia genética, como monitoramento de lesbes e reparos
de DNA de vérios tipos celulares (Fracasso et al., 2004; Choy, Benzie & Cho, 2005). O
presente momento parece ser pioneiro na utilizagdo deste ensaio ra investigacdo de

materiais nanoestruturados.

Quebras no DNA podem ser originadas no processo apoptdtico e, dessa forma, a
interpretacdo dos resultados obtidos por meio de ensaio cometa pode ser mais precisa
guando essa técnica é associada a testes de deteccdo de células em apoptose (Lee et al.,
2003). Um procedimento simples para isso consiste na coloragdo das células com
alaranjado de acridina associado a0 brometo de etidio, 0 que permite a distin¢cdo de
células viaveis, apoptaticas e necroticas (Kosmider et al., 2004). Outro estudo de grande
importancia na avaliagdo da biocompatibilidade e citotoxicidade de células expostas a

novos materiais € a andlise da morfologia e ultra-estrutura das células.



A avaliacdo de danos a0 material genético utiliza uma variedade de sistemas
biolégicos que incluem células da medula 6ssea de roedores, linfécitos e varias outras
linhagens celulares cultivadas in vitro (Carrano & Natargjan, 1988). Dentre os modelos
experimentais in vitro, diferentes linhagens celulares podem ser utilizadas, incluindo
céulas ductais de glandula submandibular humana (HSG) e células mesangiais humanas
(CM).

Estabelecida em 1981, a partir de uma glandula salivar humana irradiada
(Shirasuna, Sato & Miyazaky, 1981), a linhagem de células HSG tem sido utilizada em
testes de citotoxicidade e genotoxicidade de substéncias terapéuticas (Atsumi et al.,
2001; Kaneko et al., 2001) e em estudos de diferenciacdo celular (Daniels et al., 2000).

Por sua vez, a linhagem de células CM foi imortalizada a partir de uma cultura de
células primérias, conforme descrito por Banas e colaboradores (1999). E um dos tipos
celulares encontrados nos glomérulos dos rins, nos espacos intercapilares imersos em
uma matriz mesangial. Elas participam, por contracdo, da hemodinamica intraglomerular
e do ritmo da filtracdo glomerular, além de apresentar funcbes fagocitarias e de
depuracdo de substancias como imunocomplexos (Menezes, 2005). Células mesangiais
tém sido utilizadas em testes de citotoxicidade de citocinas (Lang et al., 2002; Wornle et
al., 2004).

A incidéncia crescente do cancer tem estimulado a busca de processos de diagndstico e
terapia alternativos mais efetivos que possam minimizar os efeitos colaterais severos dos
procedimentos convencionais, cirurgia, quimioterapia e radioterapia. Neste contexto,

materiais em escala nanométrica, como os polimeros de albumina magnéticos, tém sido
desenvolvidos com estes propdsitos. A necessidade de se entender os mecanismos de
interagtes entre as nanoparticulas e as células, bem como conhecer os efeitos biol 6gicos

resultantes dessa interac&o, justificam esta pesquisa



2. OBJETIVOS



Considerando que os polimeros de albumina magnéticos, amostra recentemente
desenvolvida, apresentam alta susceptibilidade magnética e, por conseguinte, grande
potencial para aplicagdes biomédicas, seja como sistema entregador de farmacos ou no
processo de magnetohipertermia, procedimentos promissores na terapia do cancer, e
considerando ainda que os efeitos biologicos de novos materiais precisam ser
conhecidos antes que possam ser testados clinicamente, este trabalho tem como objetivo
gera avaliar os efeitos in vitro dos polimeros de abumina magnéticos (PAM) e como

objetivos especificos.

1

Determinar o didmetro modal das NPM constituintes de PAM;

2- Avadliar possivel efeito citotoxico de diferentes concentragdes de PAM em células
HSG e CM, por meio de ensaio de coloracdo de alaranjado de acridina/brometo de
etidio;

3- Determinar aprincipal via de degeneracéo celular apds tratamento com PAM;

4- Avdiar possivel efeito genotoxico do PAM em células HSG e CM, por meio do

ensaio cometa;
5- Verificar uma possivel relacdo entre citotoxicidade e genotoxicidade de PAM;

6- Investigar ocorréncia de ateracbes morfoldgicas e ultra-estruturais e interiorizacéo
de NPM nas células HSG e CM tratadas com PAM.



3. MATERIAL E METODOS



3.1 Polimeros de Albumina M agnéticos

Nanoparticulas de maghemita (>Fe,O3) de uma amostra de fluido magnético
idnico (2,28 x 10" particulas/mL) foram dispersas em solucdo aguosa de albumina
bovina e posteriormente liofilizadas, tendo concentracdo final de 2,46 x 10
particulassmg. O fluido magnético idnico foi sintetizado no laboratorio de Quimica do
Instituto de Fisica da UnB e suas nanoparticulas foram encapsuladas em polimerosde
albumina (Figura 1) pelo Grupo de Fotobiologia e Fotomedicina do Departamento de
Quimica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — USP.

Para o tratamento das células, os polimeros de albumina magnéticos (PAM)
foram diluidos em meio de cultura DMEM (GIBCO-BRL,USA), de forma a se obter

diferentes concentragGes, conforme descrito nos itens a seguiir.

Ligacdo daabumina

Albuminabovina

Figura 1. Desenho ilustrativo dos polimeros de albumina magnéticos (Simioni et d., 2006)



3.2 Caracterizacao das nanoparticulas da amostra PAM por microscopia eletr6nica

de transmissao

Para determinar o didmetro das NPM, a amostra PAM foi solubilizada em
tampdo fosfato pH 2,6 para aumentar a dispersdo e facilitar a contagem. As
nanoparticulas foram analisadas e fotografadas em MET JEOL 1001, no laboratorio de
microscopia eletronica da Universidade de Brasilia. Das fotos, foram mensurados os
didmetros das nanoparticulas (n=500) por meio do programa ImagePro Plus 5.1. A
distribuicdo das particulas foi conseguida utilizando-seo melhor guste lognormal.

3.3 Manutencao e propagacao das células submandibulares humana —HSG - e das

células mesangiais humanas— CM

As células HSG e CM foram mantidas em meio de cultura DMEM (GIBCO-BRL)
suplementado com 10% de soro bovino feta (GIBCO-BRL), 1% de penicilina-
estreptomicina, tamponado com bicarbonato de sddio, sendo o pH 7,4 gustado pela
adicdo de écido cloridrico (HCI).

As culturas foram estabelecidas a partir de uma passagem inicial de 2 x10°
células emfrascos de culturade 75 cnf e mantidas em estufa a 37°C, em uma atmosfera
de 5% de CO? e umidade saturada. Uma vez atingido 80-90% de confluéncia, as células
eram liberadas do fundo do frasco de cultura por tratamento com soluc&o de tripsina
0,125%/EDTA 0,02% por dois minutos, centrifugadas a 175g por cinco minutos,

contadas em cdmara de Neubauer e passadas para novo frasco de cultura.

3.4 Determinacdo das concentracfes de PAM a serem administradas as células

HSG e CM

De modo a determinar as concentragdes dos polimeros de albumina magnéticos
(PAM) a serem administradas as células para a realizacdo dos ensaios bioldgicos foram



realizados, em triplicata, testes de viabilidade celular. Para isso, as culturas foram
mantidas conforme item 3.3 em placas de 9 pogos contendo, iniciamente, 2 x 10°
células.

As concentracdes iniciais de PAM foram definidas a partir das concentraces
testadas, previamente, por Simioni e colaboradores (2006), em cultura de melandcitos. A
amostra PAM foi diluida em meio de cultura, de forma que se obtivessem as duas

concentractes de particulas magnéticas a serem testadas, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Tratamentos administrados as células HSG e CM para o teste de viabilidade
celular na presenca de PAM

Tratamento Concentracdo (nmg/mL)
Sem tratamento -

PAM 250

PAM 125

PAM = polimeros de al bumina magnéticos (2,46 x 10**particulas/mg)

ApGs 24 horas de cultivo na presenca da amostra PAM, as células foram
tripsinizadas, centrifugadas e ressuspensas em dois mL de meio de cultura. A seguir, a
uma aliquota de 10 L. dessa suspensao celular foram adicionados 40 miL do corante azul
de tripan a 0,4%, de modo a efetuar-se, em camara de Neubauer, a contagem das células
vidveis. O corante azul de tripan penetra apenas nas células ndo viaveis, ou sga, as que
perderam a integridade da membrana citoplasmatica, de modo que, enquanto essas se
coram, as células viaveis que mantém a membrana citoplasmética integra, permanecem
transparentes (Strober et al., 1997).

3.5 Tratamento das célulasHSG e CM com PAM
Com base nas concentragdes de PAM utilizadas nos testes de viabilidade e seus

resultados, foram estabelecidas as concentragbes a serem adicionadas as culturas,

mantidas por 24 horas nas condigdes descritas no item 3.4, conforme mostra a Tabela 2.



Os ensaios bioldgicos foram realizados 24 horas ap6s o cultivo das células. De modo a
seguir os padrdes estabelecidos nos estudos de genotoxicidade e citotoxicidade, foi
incluido o controle positivo, constituido por grupo de células tratadas por uma hora com

peroxido de hidrogénio na concentracdo final de 1mM (20 ng/mL).

Tabela 2 Grupos experimentais para avaliacdo dos efeitos do PAM sobre as céulas
HSG e CM

Grupo Tratamento (ng/mL)
PAM H>O,
Controle negativo - -

Controle positivo - 20
PAM —1 (6 x 10"3 p/mL) 250 -
PAM — I (3,7 x 10" p/mL) 150 -
PAM — 11 (1,9 x 10*3 p/mL) 75 -

PAM = polimeros de albumina magnéticos (2,46 x 10"*particulas'mg)

3.6 Distincao entre as vias de degener acdo apoptose e necr ose por meio de ensaio de

coloracéo com alaranjado de acridina e brometo de etidio

Para 0 ensaio de coloragdo com alaranjado de acridina (AA) e brometo de etidio
(BE), realizado em triplicata, células HSG e CM foram cultivadas e mantidas segundo os
procedimentos descritos no item 3.5. Apés 24 horas da passagem das células, cada grupo
experimental recebeu o respectivo tratamento, conforme descrito na Tabela 2 e, depois
de 24 horas de tratamento, as células em suspensdo e as aderidas aos frascos foram
coletadas, submetidas a centrifugacéo a 750g por 5 minutos e ressuspensas em 100 niL
de meio de cultura. De cada amostra foram retirados 20 nlL aos quais foram
subsequientemente adicionados 2 L. de uma mistura recém preparada dos corantes de
alaranjado de acridina (100 ni/mL &gua) e brometo de etidio (100 ni/mL agua), ra
proporcao 1:1.

As céulas coradas foram entdo imediatamente colocadas sobre laminas de
microscopia (26 x 76 mm), previamente lavadas e identificadas e, apés montagem com

laminulas (24 x 24 mm), foram analisadas por meio de teste cego, em microscopio de



fluorescéncia (Olympus, filtro de barragem de 530nm) do Laboratério de Genética da
Universidade de Brasilia. De cada tratamento foram analisadas cerca de 300 células, 100

células em cada uma das triplicatas, no minimo.

3.6.1 Critérios para classificacdo das células em apoptoéticas, necréticas ou viaveis

As andlises para deteccdo e quantificagdo de células em apoptose e necrose
foram realizadas por meio dos pardmetros cor e aspecto morfoldgico do nicleo, além da
condensacdo e fragmentagdo da cromatina. Esta distin¢go é possivel porgque, enquanto o
alaranjado de acridina (AA) penetra nas células vivas e mortas, resultando na emisséo da
fluorescéncia verde por intercalar no DNA e laranja, no RNA, o brometo de etidio (BE)
sO penetra nas células que ja possuem ateracdo na membrana (apoptose tardia ou
necrose), emitindo uma fluorescéncia laranja ao intercalar no DNA. Dessa forma,
segundo Takahashi e colaboradores (2004) e Kosmider e colaboradores (2004),
diferentes padrbes celulares (representados na Figura 2) podem ser observados e

classificados:

i) Células vivas possuem nucleo verde uniforme (Figura 2a);

i) Células em fases iniciais de apoptose ainda possuem suas membranas intactas e,
portanto, apresentam nicleo verde, porém ndo uniformemente corado. Nelas
ocorrem condensacOes da cromatina, clivagem do DNA e/ou fragmentacéo
nuclear (Figura 2b);

i) Células em fases tardias de apoptose apresentam condensagdo da cromatina e
areas alaranjadas no nucleo (Figura 2c), pois nas etapas finais do processo ja
perderam a integridade da membrana e o BE predomina sobre o AA. Céulas
apoptéticas podem ainda apresentar corpos apoptoticos (Liu et al., 2004), como
pode ser observado na Figura 2d;

iv) Células necroticas perderam a integridade da membrana e por isso apresentam

nucleo aaranjado uniforme (Figura 2e).

3.6.2 Andlise estatistica

Para andlise dos dados foi aplicado o teste ndo paramétrico Kruska-Wallis (ANOVA).



Figura 2. Andlise em microscopia de fluorescéncia de c8ulas HSG classificadas em padrdes
pré-estabelecidos: (@) cdula vidvel; (b), (c) e (d) c8lulas em apoptose; (€) célula em necrose.
Aumento total de 400 (Campos da Paz, 2005).

3.7 Avaliacdo dos danos no DNA por meio de eletroforese de células isoladas em

microgel —* Ensaio Cometa”

O ensaio cometa foi realizado em triplicata, segundo técnica descrita por Singh e
colaboradores (1988), modificada por Oliver e colaboradores (1990). Para esse ensaio,
as células HSG e CM foram cultivadas e mantidas segundo os procedimentos descritos
no item 3.3. Apds 24 horas de cultivo, cada grupo experimental recebeu o respectivo

tratamento, conforme apresentado na Tabela 2.

Depois de 24 horas de tratamento, o meio de cultura foi retirado e colocado em
frascos de centrifuga aos quais foram adicionadas as células depois de liberadas do
fundo da placa. As amostras foram, entdo, centrifugadas a 7509, por 5 minutos e as

células ressuspensas em 1 (um) mL de PBS. Esse procedimento foi repetido por duas



vezes. As células foram ressuspensas em 20 pL de agarose de baixo ponto de fusdo (Low
melting point - LPM-Sigma, USA) a 0,5% em PBS e aguecidas a 37 °C em banho- maria.
Imediatamente apds esse procedimento, 130 pL dessa mistura foram gotejados em uma
l&amina de vidro 26 x 76 mm, previamente preparada. A preparacdo das laminas foi feita
imergindo-as em agarose tipo Il diluida em PBS a 1,5% e depois mantendo-as a
temperatura ambiente, por um periodo de 12 horas. ApGs 0 gotegjamento das células em
agarose LPM sobre as laminas, uma laminula foi acoplada a cada [amina e o conjunto
foi levado a geladeira. Para evitar novas quebras no DNA, a partir desta etapa as |aminas
estiveram sempre protegidas da luz.

Apbs cinco minutos na geladeira a 4°C, as laminulas foram removidas e as
l[&minas mergulhadas em um Koplin contendo solucéo de lise final gelada ((2,2 M de
NaCl, 89,0 mM de EDTA, 89 mM de Tris (pH 10), 1% de Triton X-100 e 10% de
DM SO) e coberto com papel aluminio.

Depois de 1 (uma) hora no tampéo delise, a4° C, as |aminas foram colocadas em
uma cuba horizontal de eletroforese contendo tampéo de eletroforese (300 mM NaOH,
1mM EDTA) fresco, pH 13. Ap6s 25 minutos em repouso, procedeurse a eletroforese a
25V (0,86 V/cm) e 300 mA por um periodo de 25 minutos. Uma vez concluida a
eletroforese, as 1aminas foram lavadas com solucdo tampdo neutralizadora (0,4M Tris,
pH 7,5). Esse processo foi repetido trés vezes, em intervalos de 5 minutos.

As laminas foram guardadas a 4° C e os nucletides foram corados no momento da

andlise. A coloracdo dos nucledides foi realizada gotejando-se sobre as 1aminas 50 . de

solucdo aquosa de brometo de etidio 2%.

3.7.1 Critérios para andlise dos danos no DNA

A avaliagdo dos danos no DNA foi feita utilizando-se um microscopio de
fluoréscencia, AxioplanCarl Zeiss, filtro de 510-560 nm, barreira do filtro de 590 nm e
aumento total de 400x, no Laboratorio de Genética da Universidade de Brasilia.

De cada tratamento, cerca de 300 nucledides, 100 em cada uma das triplicatas, no
minimo, foram analisados em teste cego e classificados de acordo com o comprimento da

cauda do nucledide, segundo critério descrito por Jalonszynski e colaboradores (1997),



em gue os nucledides analisados so classificados de 0 a 4, segundo seu graude lesdo,

conformeilustraaFigura 3.

Figura 3. Andlise em microscopia de fluorescéncia de nucleos de céulas HSG classificados em
padrbes preestabelecidos: (A) Classe 0; (B) Classe 1; (C) Classe 2; (D) Classe 3; (E) Classe 4.
Aumento total de 400" (Campos da Paz, 2005).

Para a quantificacdo dos danos no DNA, o escore total para os 300 nucledides
analisados varia de 0 (dano minimo = nenhuma célula danificada) a 400 (dano maximo =

todos os nucledides com dano de classe 4), sendo estimado a partir da férmula:

ID (ua) =Nj + 2N5 + 3N3 + 4Ng4
?/100

onde,

ID = indice de danos no DNA;

ua= unidade arbitraria;

N1.... N4 = nucledides classificados como de classe 1, 2, 3 ou 4;

? = nUmero de nucledides analisados, incluindo os da classe zero.



3.7.2 Andlise Estatistica

Para a andlise estatistica dos indices de danos no DNA verificados nas células
HSG, foi aplicada a andlise de varidncia (ANOVA). Aos casos em que foram detectadas
diferencas entre os tratamentos, foi aplicado o teste Fisher em nivel de significancia 5%
(p<0,05). Nas células CM foi utilizada a transformacdo “box cox”, adequada para
nimeros absolutos e, em seguida, foi aplicada a andlise de varidncia (ANOVA). Do
mesmo modo do que o empregado para as células HSG, quando foram detectadas
diferencas entre os tratamentos nas células CM, foi glicado o teste Fisher em nivel de
significancia 5% (p<0,05).

Para a andlise estatistica da freqiiéncia de células com danos no DNA verificadas
nas células HSG, foi também aplicada a andlise de variancia (ANOVA) e, quando
detectadas diferencas entre os tratamentos, aplicado o teste Fisher em nivel de
significancia 5% (p<0,05). No caso das células CM, as diferencas nas freqliéncias de
céulas com danos no DNA foram analisadas pelo teste ndo paramétrico Kruska-Wallis
(ANOVA).

3.8 Andlise da morfologia e da utra-estrutura das célulasHSG e CM tratadas com
PAM

3.8.1 Processamento das células HSG e CM para andlise da morfologia celular em

microscopia de luz

As células foram preparadas para analise morfol 6gica em uma placa de cultura de
seis pocos, contendo uma laminula de microscopia (18 x 18mm) em cada poco. Foram
cultivadas iniciamente 2 x10° células que cresceram aderidas &s laminulas. Apés 24
horas, cada grupo experimental recebeu tratamento com a amostra PAM, conforme
descrito na Tabela 2. Os testes foram realizados em duplicata. Apdés o tempo de
tratamento, 0 meio de cultura foi retirado e as células lavadas trés vezes com PBS (NaCl
0,154 M; NaxHPO, 0,1 M; pH 7,4).

As células aderidas a uma das laminulas foram fixadas com paraformaldeido 2%

em tampao fosfato por 10 minutos. Depois de lavadas com PBS, as células foram coradas



com solucdo de violeta de cresilo 0,2% em etanol 20%, por cinco minutos. As células
aderidas a outra laminula, em cada um dos grupos experimentais, foram coradas com
solucdo de Giemsa 4% em metanol, por 5 minutos, sem que passassem por processo de
fixacdo. Apds serem lavadas com PBS, as laminulas foram retiradas dos pogos e
montadas sobre |aminas de vidro para microscopia (26 x 76 mm), com a face contendo as
células coradas em contato com a lamina. As células foram imediatamente analisadas e
fotografadas em microscépio Zeiss Axiophot, com ocular de 10x e objetiva de 100x, no

Laboratorio de Genética da Universidade de Brasilia

3.8.2 Processamento das células HSG e CM para andlise da morfologia celular em

microscopia eletrénica de transmissdo

Para a andlise da ultra-estrutura em microscopia €eletrénica de transmissdo, as
culturas de células foram mantidas segundo os procedimentos descritos no item 3.3. Apos
a adesdo das células ao fundo do frasco, foi adicionada a amostra PAM a0 meio de
cultura, conforme descrito na Tabela 02. Apds 48 horas de tratamento, 0 meio de cultura
foi retirado e colocado em frascos de centrifuga aos quais foram adicionadas as células
previamente tripsinizadas. As amostras foram, entéo, centrifugadas a 750g por 5 minutos
e as células ressuspensas em 1(um) mL de PBS. Esse procedimento foi repetido duas
Vezes.

As células, depois de tripsinizadas e centrifugadas, foram processadas de acordo
com o protocolo utilizado por Silveira e colaboradores (2003), com agumas
modificagbes. As células foram ressuspensas em 1 mL de fixador congtituido de
glutaraldeido 2%, paraformaldeido 4%, diluido em tamp&o cacodilato de sddio 0,1 M, pH
7,4, e de sacarose 3%. Apds uma hora, as amo stras foram centrifugadas a 750g e lavadas,
por 10 minutos, com tamp&o cacodilato de sodio (0,1 M, pH 7,4) acrescido de sacarose
3%. Esse procedimento foi repetido duas vezes. Em seguida, as amostras foram pos-
fixadas por uma hora, protegidas da luz, na mi stura composta por tetroxido de ésmio 1%,
ferricianeto de potassio 0,8% e cloreto de calcio 5mM diluido em tamp&o de sodio (0,1
M, pH 7,4). Apbs serem lavadas duas vezes com tampdo cacodilato de sodio por 10

minutos, as células foram contrastadas in bloch com acetato de uranila aquoso 0,5% por



uma hora, protegidas daluz. Em seguida, foram lavadas com tampéo cacodilato de sodio,
por dez minutos e, posteriormente, com agua destilada. As células foram entdo
desidratadas em concentragdes crescentes de acetona: 30%, 50%, 70%, 90% e 100% (esta
ultima repetida trés vezes). O tempo de desidratacéo foi de dez minutos para cada uma
das concentracOes de acetona.

Apés a desidratacdo, as amostras foram infiltradas na mistura resina: acetona em
concentracOes crescentes de resina Spurr e decrescentes de acetona, em movimento
giratério. Cada infiltracdo teve duracdo de, aproximadamente, 12 horas. Uma ultima
infiltrac8o foi feita somente com resina Spurr, por 7 a 8 horas, com o tubo aberto de
modo a facilitar a evaporacdo da acetona remanescente. Em seguida, as amostras foram
incluidas em formas de emblocamento contendo nova resina. O material foi mantido em
estufaa 57 °C, por aproximadamente 72 horas.

Os blocos contendo as céulas foram levados a um ultramicrétomo Reichert
Supernova com navalha de diamante para obtencdo de cortes ultrafinos, que foram
colhidos em telas de cobre de 400 Mesh. A contrastagdo das amostras foi feita protegida
da luz, colocando-se primeiramente as telinhas em contato com solugdo de acetato de
uranila 3% durante 25 minutos. Depois de lavadas em &gua destilada, as mesmas foram
colocadas em contato com citrato de chumbo por 5 minutos. Apés as telinhas serem
lavadas em agua destilada e deixadas secar por pelo menos 12 horas, as células foram
observadas e fotografadas em microscopio eletrénico de transmissdo JEOL 1001 do

Laboratorio de Microscopia Eletronica da Universidade de Brasilia.



4. RESULTADOS



No presente estudo, com o intuito de avaliar os efeitos biolégicos de
nanoparticulas magnéticas contidas em polimeros de abumina bovinos, foram

realizados diferentes ensaios biologicos, cujos resultados estdo descritos abaixo e
ilustrados nas Figuras 4 a 17.

4.1 Caracterizacdo das nanoparticulas magnéticas

4.1.1 Determinacdo do didmetro das amostras do PAM

Uma das abordagens experimentais inicialmente realizadas foi a determinacdo do
diametro das particulas de maghemita presentes na amostra PAM, o que foi realizada
por meio de andlise a0 microscopio eletronico de transmisséo (MET). Ao MET, as
nanoparticulas mostraram-se ligeiramente esféricas (Figura 4). A andlise de 500
particulas nas fotomicrografias mostrou diametros gue variavam entre 4 e 154nm, o que
demonstra que essas particul as sdo polidispersas (Figura5).

Figura 4 Fotomicrografia eletronica mostrando nanoparticulas magnéticas da amostra PAM.



A Figura 5 ilustra que didmetro modal (Dy) das particulas € 9,2 nm e o desvio

padrdo (s) 0,34.
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Figura 5 Histograma de distribuic&o dos didmetros do PAM. A linha cheia representa o melhor
gjuste para a polidispersdo segundo umalognormal.

4.2 Efeitos da amostra de polimeros de albumina magnéticos sobre a
viabilidade das célulasHSG e CM

Para determinar a concentragdo dos polimeros de albumina magnéticos (PAM) a
ser administrada as células nos testes de genotoxicidade, foram realizados, em triplicata,
testes de viabilidade com as linhagens celulares HSG e CM.



4.2.1 CélulasHSG
Como mostra a Figura 6, os polimeros de albumina magnéticos na concentragdo
125 ng/mL permitiram sobrevivéncia de aproximadamente 70% das células HSG,

enguanto que na concentracdo de 250 ng/mL, sua taxa de sobrevivénciafoi de 50%.
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Figura 6 Numero de células HSG viaveis apés cultivo com diferentes concentracfes do
PAM. Letras diferentes nas colunas denotam diferenca significativa (p<0,05)

Com bases nesses dados, decidiu-se utilizar o PAM na concentracdo 250 mg/mL,
pois 0 numero de células viadveis ou em degereracdo seria suficiente para andise de
genotoxicidade e citotoxicidade induzidas pelos polimeros de abumina magnéticos.
Além dessa, foram utilizadas também outras duas concentracdes, 150 e 75 ng/mL, que
correspondem, respectivamente, a 60% e 30% daquela concentracdo que permitiu
aproximadamente a viabilidade de 50% das células (250 mg/mL.).

4.2.2 CélulasCM

Para as células CM, como mostra a Figura 7, nos grupos tratados com 250 e
125mg/mL, a taxa de sobrevivéncia das células foi de aproximadamente 70 e 60%

respectivamente. Pelo fato de ndo ter sido encontrada diferenca significativa na



freqiéncia de células vidvels com estas duas concentracfes diferentes, optou-se por
utilizar nos experimentos com as células CM, as mesmas concentragdes utilizadas nos
testes com as células HSG (250, 150 e 75 ng/mL).
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Figura 7 Numero de c8ulas CM viéveis apos cultivo com diferentes concentragbes do PAM.
L etras diferentes nas colunas denotam diferenca significativa (p<0,05)

4.3 Distincao entre apoptose e necrose por meio de ensaio de coloracao de alaranjado
de acridina e brometo de etidio

O ensaio de coloracdo com alaranjado de acridina e brometo de etidio, permitiu a
distingdo entre células vidvels, necréticas e apoptoticas, em cada um dos grupos

experimentais.

4.3.1 CéulasHSG

A Figura 8 ilustra a fregiiéncia de células HSG em processo de degeneracdo, bem
como sua via de degeneracdo. Pode-se observar que a freguéncia de células em

degeneracdo foi significativamente maior nos grupos tratados com PAM na



concentracdo 250ng/mL e 150mg/mL (17,66% e 12,66%, respectivamente) quando

comparado a frequéncia de células em degeneracdo no grupo controle negativo (6,33%).

Embora a freqiéncia de células em degeneracdo no grupo tratado com PAM na

concentracdo 75my/mL  (11%) ndo tenha se mostrado significativamente diferente

daguela do controle negativo, ela também ndo foi significativamente diferente da

frequéncia induzida pelas concentractes maiores (250mg/mL e 150ng/mL de PAM). Em

relacdo as vias de degeneracdo pode-se observar que, a exemplo do controle negativo,

em todos os grupos tratados com PAM (250ng/mL, 150mg/mL e 75ng/mL), a via de

degeneracdo mais freqliente foi a apoptose. Esta s6 € menor do que a necrose no controle

positivo.
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Figura 8 Efeitos do tratamento com PAM (24h) sobre a frequiéncia de células HSG nas vias de
degeneracdo necrose e apoptose.Letras diferentes nas colunas denotam diferenca significativa

(p<0,05).



4.3.2 CélulasCM

As células CM também foram avaliadas quanto & degeneracdo celular e os
resultados estdo ilustrados na Figura 9. Diferentemente do ocorrido nas células HSG, nas
células CM apenas na concentracdo 250ng/mL o PAM induziu freqiiéncia de células em
degeneracao (24,3%) significativamente maior que o controle negativo (11,6%). Vae
ressaltar que, a freqiéncia de células em degeneracéo no grupo tratado com 150mg/mL
de PAM (16,3%) ndo foi significativamente diferente daguela observada no grupo
tratado com a concentracdo de 250ng/mL de PAM.

Assim como nas células HSG, nas cdlulas CM a via de degeneracdo mais
freglente, tanto nos grupos tratados com PAM, como no sem tratamento foi a apoptose,

excetuando-se o controle positivo (Figura 9).
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Figura 9 Efeitos do tratamento com PAM (24h) sobre a freqiéncia de células CM nas vias de
degeneracdo necrose e apoptose. Letras diferentes nas colunas denotam diferenca (p<0,02).



4.4 Efeitos dos polimer os de albumina magnéticos- PAM sobre os danos no DNA

No ensaio cometa, para cada linhagem celular, foram analisados cerca de 30
nucléoides por tratamento. As diferentes classes de cometa, descritas no item 3.7.1 do
capitulo Material e Méodos, foram detectadas em quase todos 0s grupos experimentais.
E importante salientar que os danos observados estavam, em sua maioria, concentrados
nasclassesle?.

Os resultados obtidos para cada linhagem celular estdo apresentados de duas

formas: i) frequéncia de células com danos no DNA, o que indica a fregiiéncia de células
em cada grupo experimental, classificadas como cometas de classe 1, 2, 3 e 4; ii) indice de

danos no DNA, o que reflete a intensidade do dano no DNA das células.

4.4.1 Células HSG

A frequéncia de células HSG com danos no DNA esta representada na Figura 10.
Pode-se observar que nos grupos tratados com PAM, nas diferentes concentracoes, foi
significativamente maior que no grupo sem tratamento, o controle negativo (7%).

O PAM na maior concentracdo (250ng/mL), induziu fregiiéncia de células com
danos no DNA (84,33%) significativamente maior do que nas concentragdes 150nmg/mL
e 75mg/mL (45,33% e 36,33%, respectivamente), que nao Se mostraram
significativamente diferentes entre si.

A Figura 11 ilustra a intensidade de danos nho DNA apresentados pelas células
HSG. Todos os grupos de células tratadas com PAM nas diferentes concentragdes 250,
150 e 75ng/mL apresentaram indice de danos (120, 57 e 41 ua, respectivamente)
significativamente maior do que o apresentado pelo controle negativo (7 ua). Vae
ressatar que o indice de danos no DNA das células tratadas com o PAM nas
concentracdes 150 e 75ng/mL ndo diferiram significativamente entre .

A tabela 3 mostra a percentagem de danos no DNA leves e intensos encontrados
em cada tratamento.



Tabela 3. Percentagem de danos no DNA leves e intensos nos tratamentos utilizados

Tratamento Danos leves (classe 1 e 2) Danos intensos (classe 3 e 4)
Controle negativo 7% 0%

PAM 75mg/mL 35% 1,3%

PAM 150my/mL 43,3% 2,3%

PAM 250my/mL 80,6% 7%

Controle positivo 45,3% 8%
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Figura 10 Efeito do tratamento com PAM sobre a fregiiéncia de células HSG com danos no
DNA. Letras diferentes nas colunas denotam diferenca significativa (p<0,05).
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Figura 11 Efeito do tratamento com PAM nas céulas HSG sobre o indice de danos no DNA.
Letras diferentes nas colunas denotam diferenca significativa (p<0,05).

4.4.2 C8lulasCM

Em relacdo a frequéncia de células CM com danos no DNA (Figura 12), aandlise
dos dados mostrou que o PAM, em todas as concentracfes utilizadas (250mgy/mL,
150my/mL e 75my/mL) induziu freqiéncia de células com danos no DNA (81%, 82,66%
e 80,66%, respectivamente) significativamente maior que o grupo controle negativo
(3,33%).

Em relacdo ao indice de danos no DNA apresentados pelas células CM (Figura
13), a andlise dos dados mostrou que o indice dos grupos tratados com PAM
(250mg/mL, 150ng/mL e 75ngy/mL — 85, 89 e 81, respectivamente) € significativamente
maior que o do grupo controle (3,33ua).

A tabela 4 mostra a percentagem de danos no DNA leve e intensos encontrados

em cada tratamento.



Tabela 4. Percentagem de danos no DNA |eves e intensos nos tratamentos utilizados

Tratamento Danos leves (classe 1 e 2) Danos intensos (classe 3 e 4)
Controle negativo 3,3% 0%
PAM 75nmg/mL 80,6% 0%
PAM 150my/mL 82,3% 0,7%
PAM 250my/mL 79,3% 1%
Controle positivo 21,3% 11%
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Figura 12 Efeito do tratamento com PAM sobre a frequiéncia de células CM com danos no
DNA. Letras diferentes nas colunas denotam diferenca significativa (p<0,025).
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Figura 13 Efeito do tratamento com PAM nas células CM sobre o indice de danos no DNA.
Letras diferentes nas colunas denotam diferenca significativa (p<0,05).

4.5 Efeitos do tratamento com polimer os de albumina magnéticos sobre a morfologia e
aultra-estrutura das célulasHSG e CM

De modo a verificar se 0 PAM induzia alterages na nmorfologia e na ultra-- estrutura das
células, as mesmas foram analisadas ao microscopio de luz e ao microscopio eetrénico
de transmisséo.

4.5.1 Andlise da morfologia das células HSG - microscopia de luz

Ao microscépio de luz, as células HSG sem tratamento apresentam forma
poligonal que pode variar de um pouco aongada a mais arredondada de acordo com a
confluéncia da cultura e projecOes citoplasméticas que ligam uma célula a outra. O

nucleo dessas células é esférico ou ovéide, sendo evidente um ou outro nucléolo (Figura



14a e 14b). O tratamento com o PAM, nas diferentes concentragcbes, ndo induziu

alteractes na morfologia dessas células, como ilustraa Figura 14 (c, d).

Figura 14. Fotomicrografias de cdulas HSG submetidas a diferentes tratamentos: (a) controle
negativo, lamina fixada e corada com Violeta de Cresil; (b) controle negativo, corada com Giemsa;
(c) e(d) 250 ng/mL de PAM, corada com Giemsa. Aumento 1000 x.



4.5.2 Andlise damorfologia das células CM - microscopia de luz

As células CM apreentamse de forma irregular, possuem prolongamentos
citoplasméticos, denominados de processos citoplasmaticos primérios, o que lhes
confere um aspecto estrelado. Apresentam o nucleo oval, central com nucléolos
evidentes (Figura 15a e 15b).

Quando tratadas com a amostra PAM, as céluas CM ndo apresentaram

alteracbes morfoldgicas (Figura 15c). Entretanto, foram encontrados aglomerados de

polimeros de abumina magnéticos, aparentemente ndo interiorizados pelas células
(Figura 15d).

Figura 11.Fotomicrografias de células CM submetidas a diversos tratamentos. (a) controle
negativo, fixado e corado com Violeta de Cresil; (b) controle negativo I&mina corada com Giemss;
(c) 250 ny/mL de PAM, corada com Giemsa (aumento total de 100x); (d) 250 ng/mL de PAM,
corada com Giemsa (aumento total de 1000x); (c) e (d) setas indicam presenca de aglomerados de
nanoparticulas magnéticas.



4.5.3 Andlise da ultra-estrutura das células HSG — microscopia el etronica de transmissdo

Para elucidar os efeitos de PAM sobre a ultra-estrutura das células e investigar uma

possivel interiorizacdo de nanoparticulas magnéticas foi feito um estudo por MET.

Ao MET, as células HSG apresentam forma irregular, nicleo volumoso e
numerosas projecOes citoplasméticas. Seus citoplasmas sdo ricos em organelas
membranosas, mantendo o padréo ultra-estrutural caracteristico de células secretoras.

Quando tratadas com PAM, essas céulas ndo mostravam alteracbes na ultra-
estrutura.  Entretanto, apesar de ao microscopio de luz, ndo serem visudizadas
nanoparticulas de PAM associadas as células, ao microscopio eletronico essas células
apresentavamalguns aglomerados de nanoparticulas no seu interior, alguns localizados nas
projecdes citoplasméticas, como pode ser visualizado na Figura 16¢ e 16d. Aglomerados de
NPM foram observados em maior quantidade quando dispersos no exterior das células

(Figura 16f).

4.5.4 Andlise da ultra-estrutura das células CM — Microscopia Eletronica de Transmissdo

Ao MET, as células CM se caracterizam por apresentarem superficie irregular
com protrusdes, nucleo volumoso e irregular com nucléolos evidentes. O citoplasma é
rico em organelas membranosas como reticulo endoplasmético, mitocéndrias ovais e
complexo de Golgi desenvolvido.

Quando tratadas com PAM, as células CM também ndo mostravam alteragdes na
ultra-estrutura, mas apresentavam aglomerados de nanoparticulas no seu interior (Figura
17e e 17f). As micrografias mostravam maior quantidade de aglomerados de NPM no

exterior das células (Figura 17d).



Figura 16.Fotomicrografias da ultraestrututa das células HSG submetidas a diferentes
tratamentos: (&) controle negativo (aumento total 10000x); (b) 75 ng/mL de PAM (aumento total
10000x); (c) 75 nmy/mL de PAM (aumento total 8000x); (d) 250 ng/mL de PAM (aumento total
30000x); () 175 ny/mL de PAM (aumento total 80000x); (f) 250 mg/mL de PAM (aumento
total 80000x); (c), (d), (e) e (f) setas indicam presenca de aglomerados de nanoparticulas
magnéticas.



Figura 17.Fotomicrografias da ultraestrututa das células CM submetidas a diferentes
tratamentos. (a) controle negativo (aumento total 10000x); (b) 250 ng/mL de PAM (aumento
total 10000x); (¢) 75 ng/mL de PAM — célula em apoptose (aumento total 12000x); (d) 75
ng/mL de PAM (aumento total 20000x); (e) 250 ng/mL de PAM (aumento total 120000x); (f)
250 ng/mL de PAM (aumento total 100000x); (c), (d), (e) e (f) setas indicam presenca de
aglomerados de nanoparticul as magnéticas.



5. DISCUSSAO



Nas Ultimas décadas, a nanotecnologia intensificou o desenvolvimento de materiais
e sistemas nanoestruturados que possam ser utilizados no tratamento de diversas patologias.
Uma classe particularmente interessante de material nanoestruturado é constituida pelas
nanoparticulas magnéticas. No Brasil, pesquisadores do Centro de Nanociéncia e
Nanobiotecnologia da UnB (CNANO) desenvolveram uma amostra de fluido magnético
iGnico congtituido por nanoparticulas de maghemita (?-Fe,Os), que, subseqientemente,
foram encapsuladas em polimeros de albumina (PAM). A abumina é a proteina plasmatica
cuja sequéncia € conservada entre as albuminas de mamiferos. A albumina humana, por
exemplo, apresenta aproximadamente 75% de homologia com as sequiéncias das albuminas
bovina e eqguina (Carter & Ho, 1994). Sua funcéo fisioldgica inclui o controle da pressdo
osmotica do sangue e o transporte, metabolismo e distribuicdo de varias substéncias
enddgenas ou exdgenas, como hormdnios, aminoacidos, &cidos graxos e ions metédlicos e
drogas (He & Carter, 1992). Sendo a proteina mais abundante do plasma sanguineo, o
encapsulamento das NPM em polimeros constituidos por essa proteina poderia conferir alto
grau de biocompatibilidade a amostra.

Sintetizados a partir de uma amostra de fluido magnético i6nico caracterizado por
ter ata susceptibilidade magnética, os polimeros de abumina magnéticos também
apresentam essa caracteristica e, por conseguinte, grande potencial para aplicactes
biomédicas, sga como sistema entregador de farmacos ou no processo de
magnetohipertermia, procedimentos promissores na terapia do cancer.

Os polimeros de albumina magnéticos utilizados neste estudo sdo constituidos de
maghemita, Oxido de ferro que se encontra na forma oxidada. O fato de estar na forma
oxidada torna a maghemita menos reativa, ou seja, com menor potencial de toxicidade as
células. Como demonstrado por Brugin (2007), nanoparticulas de maghemita apresentam
menor toxicidade do que as de magnetita, 6xido de ferro que se encontra na forma reduzida.

Para serem utilizadas na area biomédica, é interessante que, no organismo, as
nanoparticulas magnéticas atravessem a barreira endotelial e se acumulem especificamente
nas células-alvo, sem induzir dano as células normais . As nanoparticulas devem, portanto,
apresentar caracteristicas que levam a sua biocompatibilidade (Chouly et al., 1996; Gupta
& Gupta, 20058). Dentre essas caracteristicas destacamse a natureza quimica das

nanoparticulas e sua cobertura. Em 2007, Giri e colaboradores demonstraram que



nanoparticulas de natureza quimica diferente, mas complexadas com a mesma cobertura, o
acido laurico, induziam, em células Hel a, indices de toxicidade diferentes. Quando as
nanoparticulas de oxido de ferro estavam livres ou associadas a um a&omo de manganés,
induziam toxicidade dose-dependente e, quando associadas a um domo de cobalto, a
toxicidade era maior. Da mesma forma, Berry e colaboradores (2003b) demonstraram que
nanoparticulas de mesma natureza quimica (magnetita), mas recobertas com diferentes
coberturas induziam resultados também diferentes. Esses autores mostraram que
nanoparticulas de magnetita recobertas com dextran induziam toxicidade em fibroblastos da
linhagem HTERT-BJ1. Contudo, quando eram recobertas com albumina, induziam
aumento no indice de proliferacéo celular.

Outro fator importante € o tamanho das nanoparticulas, € necessario que as
nanoparticulas sgjam peguenas o suficiente para que ndo haja precipitacdo, permitindo que
0 movimento browniano atue como agente dispersor (Silveira, 2006). Vale ressaltar que o
tamanho das particulas pode também influenciar na velocidade e no tempo que essas
nanoparticulas levam para ultrapassar a barreira endotelia (Moghimi et a., 2001). De
modo geral, nanoparticulas de tamanhos reduzidos podem ser rapidamente interiorizadas
pelas células. Além disso, o tamanho reduzido das particulas pode também dificultar o seu
reconhecimento pelo sistema fagocitario mononuclear.

Usando a microscopia eletronica de transmissdo Giri et al.,2003; Hergt et al.,
2004), determinou se que o didmetro modal das nanoparticulas de maghemita encapsuladas
em PAM é de 9,2 nm. Este tamanho € similar ao de amostras de nanoparticulas j& testadas
invitro (Giri et al., 2003; Gupta & Gupta, 2005b; Simioni et al., 2006; Phadran, 2007), com
variados graus de compatibilidade. Alguns estudos in vivo (Lacava, informagdo pessoal)
mostram que NPM com didmetro na faixa 8-10nm apresentam caracteristicas mais
favoréveis as suas aplicagdes.

A biocompatibilidade de uma nanoparticula € também determinada pela sua
incapacidade de induzir danos nas células normais. Assim, fazse necessario a realizagdo de
testes biol bgicos capazes de determinar a toxicidade e a genotoxicidade das nanoparticulas.

Nesse contexto, visando determinar a biocompatibilidade dos polimeros de
albumina magnéticos (PAM) foram realizados no presente estudo, ensaios de toxicidade e

genotoxicidade; além da avaliacdo da morfologia e da ultra-estrutura de células CM e HSG



cultivadas na presenca de PAM. Para isso, foi necessario determinar a concentracéo dos
polimeros a ser administrado as células; o que foi feito por meio de testes de viabilidade
celular realizados por exclusdo, utilizando o corante vital azul de tripan.

A partir do teste de viabilidade com azul de tripan, definiu-se que as células seriam
cultivadas na presenca de PAM na concentragdo de 250 nmg/mL, por ter sido nessa
concentracd0 que a amostra de PAM induziu uma reducdo significativa de
aproximadamente 50% e 60%, na viabilidade das células HSG e CM, respectivamente.
Quando se visa andlisar in vitro os efeitos genotdxicos de um composto, a concentragdo a
ser utilizada deve ser definida em testes de citotoxicidade. Dessa forma, é possivel
estabelecer as respostas de um Unico composto em diferentes sistemas ou de varios
compostos em um Unico sistema (Eisenbrand et a., 2002). Contudo, em estudos de
genotoxicidade, é necessario avaliar os possivels efeitos de concentragdes mais baixas do
gue a citotdxica, uma vez que podem ocorrer danos a0 material genético, sem
necessariamente afetar a viabilidade celular. Assim sendo, neste estudo, com o objetivo de
determinar se 0s possiveis efeitos da amostra de PAM eram dose-dependentes, também se
utilizou a amostra de PAM em outras duas concentracfes que correspondiam a 30% e 60%
daguela que permitiu aproximadamente a viabilidade de 50% das células (250 my/mL ).

A toxicidade celular pode ser avaliada por varios testes como o de exclusdo com
azul de tripan (Sestier et al, 2002) e 0 ensaio MTT, que utiliza o sal de tetrazdlio (3-(4,5-
dimetiltiazol2- il)-2,5-difenil brometo tetrazdlico) como marcador (Hafeli & Pauer, 1999).
Este dltimo ensaio, no entanto, ndo tem sido indicado para avaliar a toxicidade das
nanoparticulas, pois a cor delas, tanto das que se encontram no meio de cultura, como das
que estdo no interior das céulas, interfere na leitura no espectrofotémetro. Empregado
neste trabalho, outro teste muito utilizado para andlise de citotoxicidade é o ensaio de
coloragdo de alaranjado de acridina e brometo de etidio, vantgjoso porque além de permitir
a andlise da citotoxicidade, permite distinguir simultaneamente células viave's, apoptéticas
e necroticas.

Usando esse ensaio, foi possivel constatar que os polimeros de albumina magnéticos
apresentaram efeitos citotoxicos nas células HSG e CM. Nas células CM, a amostra PAM
induziu toxicidade somente na maior concentragcdo (250ng/mL ), enquanto nas células HSG,

esse efeito foi também observado com a concentracdo intermediaria Em um estudo similar,



Simioni e colaboradores (2006) demonstraram que a citotoxicidade de amostra de
particulas de maghemita encapsuladas com abumina para fibroblastos da linhagem J774-
A1l era dose-dependente. Sovinco e colaboradores (2005) mostraram ligeira citotoxicidade
(sobrevivéncia celular superior a 75%) em trés linhagens de células (HeLa, Kb e MCF7)
tratadas com nanoparticulas de maghemita recobertas com folato. E bom lembrar que uma
substéncia pode ser ou ndo tdxica, a depender das condicdes, tipo celular ou dose utilizadas
(Sedtier et al., 2002).

O fato de a amostra PAM ter sido citotéxica para as células HSG, também na
concentracdo intermedidria, muito provavelmente reflete a maior instabilidade genética
apresentada por céulas, detectdvel pela variabilidade no nimero de cromossomos
(Daniels et al, 1999; Campos da Paz, 2005). E plausivel supor que a instabilidade genética
das células HSG é decorrente do fato de serem derivadas de tumor (Michor et al, 2005). Por
outro lado, a linhagem de células CM, imortalizada a partir de uma cultura de células
primérias (Banas et al., 1999), apresenta o nimero modal de cromossomos igual a 46,
caracteristico das células humanas ndo tumorais.

A citotoxicidade induzida pela amostra PAM nas duas linhagens celulares (HSG e
CM) resulta de apoptose. Este tipo de morte celular ocorre individualmente, ou sgja, a
morte de uma célula ndo leva a morte de outras. A apoptose caracteriza se por apresentar
uma sequéncia de alteragdes morfol 6gicas bem definidas e repetitivas, tais como a reducéo
de volume celular, formac&o de vacuolos e de corpos apoptdéticos, além de fragmentacdo do
DNA. Estes eventos sdo dependentes de energia e, ao contrario da morte celular acidental,
necrose, ocorrem de forma programada. A morte celular por necrose ocorre geralmente em
resposta ainjurias severas as células e caracteriza-se morfol ogicamente por intumescimento
citoplasmatico e mitocondrial, ruptura da membrana plasmética e liberagdo do contelido
citoplasmético. Estes eventos podem causar injUria e até a morte de células vizinhas, o que
significa que na necrose uma grande quantidade de céulas é afetada e lesada a0 mesmo
tempo (Curtinet al., 2002).

Quando a morte celular apresenta todas as caracteristicas morfoldgicas e
bioquimicas de apoptose, mas foi induzida por um determinado composto ou por estimulo
fisico, ndo congtitui um processo programado e sim uma resposta celular as mudancas
ambientais (Anazetti & Melo, 2007). As nanoparticulas utilizadas neste estudo apresentam



ferro em sua constituicdo. Sabe-se que o ferro, embora sgja um elemento essencial para o
organismo, quando em excesso pode causar estresse oxidativo nas células, levando a
formacdo de radicais hidroxilas e superéxido, provocando danos a membrana celular,
proteinas e DNA (Haliwell & Gutteridge, 1984; Puntarulo, 2005). Desse modo, a
citotoxicidade e a apoptose detectadas neste estudo podem ter sido desencadeadas por
radicais livres induzidos pela presenca de ferro no PAM. Em acordo, o uso de um quelante
de ferro diminuiu drasticamente a toxicidade celular em estudos do efeito de NPM a base
de magnetita recobertas com &cido dimercapto succinico (DM SA) (Sestier et al., 2002).

A associacdo entre citotoxicidade e genotoxicidade estd bem estabelecida, pois
danos no DNA sdo considerados como um importante mecanismo indutor de apoptose e
necrose. Por outro lado, determinadas concentragdes de diversos compostos podem induzir
danos no material genético das células sem necessariamente induzi-las a morte celular,
razéo pela qual, neste trabalho, foram realizados testes de genotoxicidade, a fim de verificar
se as concentragdes da amostra PAM que ndo causaram citotoxicidade induziriam danos ao
DNA.

O ensaio cometa tem sido considerado um dos melhores métodos para quantificar
danos a0 DNA, pois como Pereira (2006) discute possui uma grande sensibilidade,
permitindo mensurar ndo somente quebras de fita dupla, mas também de fita simples, além
de sitios suscetiveis a atagues alcalinos, danos oxidativos a0 DNA e ligagdes cruzadas.
Além disso, testes de genotoxicidade como o de mcronlcleo e andlise citogenética ndo
seriam apropriados em linhagens celulares com instabilidade cromossdmica, como as
células HSG, uma vez que essa instabilidade dificultaria a distingdo entre danos intrinsecos
ou provocados por um tratamento experimental (Campos da Paz, 2005).

Os dados do cometa podem ser coletados por sistemas computacionais de analise de
imagem, nos quais podem ser considerados diferentes parametros, como o comprimento da
cauda formada, a porcentagem do DNA na cauda ou 0 momento cauda, que é produto dos
dois parametros anteriores. Devido a indisponibilidade deste programa computacional,
neste estudo foi realizada andlise visual, conforme descrito por Jalonszynski e
colaboradores (1997). Nessa andlise € considerada apenas a extensdo da cauda formada,
sendo os nucledides classificados de 0 a 4 de acordo com o comprimento da cauda. Os

nucledides classificados como de classe 1 e 2 representam nucledides com fragmentacéo



moderada e os classificados como de classes 3 e 4 representam nucledides com
fragmentacdo intensa.

No ensaio de cometa realizado, os grupos controle negativo das células HSG e CM
mostraram frequéncias basais de células com danos de 7% e 3,33%, respectivamente. O
fato de esses parametros serem duas vezes maiores nas células HSG do que nas células CM
confirma a maior instabilidade intrinseca das primeiras. Cé8ulas geneticamente instaveis
apresentam maior freqliéncia de quebras no DNA, visto que esse tipo de alteracédo € o
primeiro passo para 0s rearranjos cromossdmicos e consequertemente, da instabilidade
(Morgan et ., 1998).

Nas células HSG e CM, o tratamento com a amostra PAM induziu aumento nas
freqliéncias de células com danos no DNA e também no indice desses danos. Nas células
HSG, este aumento foi significativo para todas as concentragbes testadas, sendo os
resultados com a amostra PAM na maior concentracao, significativamente maiores do que
os obtidos com as outras duas concentraces. Se somados com os dados de citotoxicidade
obtidos pelo ensaio de coloragdo, pode-se concluir que nas células HSG pode haver
genotoxicidade sem que haja citotoxicidade significativa. Esta conclusdo pode também ser
obtida nas células CM em que a amostra PAM induziu aumento similar nas frequéncias de
células com danos no DNA e também no indice desses danos, ermguanto a citotoxicidade
significativa so € verificada na maior concentracdo de PAM. Até o momento ndo existem
relatos na literatura sobre a genotoxicidade in vitro de nanoparticulas magnéticas.
Entretanto, é possivel que a fragmentacdo do DNA induzida pela amostra PAM possa estar
relacionada com a formacéo de radicais livres. Almeida e colaboradores (2006) mostraram
intensa fragmentagdo do DNA quando incubaram mitocondrias na presenca do complexo
Fe?*-citrato e atribuiram esses danos no DNA ao aaque direto de espécies reativas de
oxigénio geradas pela peroxidacao lipidica mediada pelo ferro.

Para lidar com danos no DNA, as células eucaridticas tem como estratégias trés
componentes. o reconhecimento do DNA lesionado, um periodo para avaliacdo dosdanos e
a implementacdo de uma resposta adequada. Uma vez constatados os danos no DNA, a
célula tem dois possiveis destinos: (1) interromper temporariamente o ciclo celular para
tentar reparar os danos; (2) interromper o ciclo celular e entrar em apoptose. A escolha do

destino celular em funcdo do dano no DNA depende de uma rede complexa, que integra



sinais de monitoramento da integridade gendmica e da disponibilidade de energia na célula.
Segundo Bernstein e colaboradores (2002), £ o0 processo de reparo & DNA, pela sua
magnitude, consumir muito ATP, 0 que poderia ser energeticamente desfavoravel, a
apoptose é priorizada por meio de clivagem de proteinas pertencentes ao sistema de reparo.

Apoptose foi a principal via de degeneracdo celular observada neste trabalho. A
literatura revela que este mecanismo esta associado a frequéncia de células nas classes 3 e 4
(Yasuhara et a., 2003). Neste trabalho, nas células HSG tratadas com as concentracOes
maior, intermediaria ou menor da amostra PAM, os cometas de classe 3 e 4 (danos
intensos) representavam 7%, 2,3% ou 1,3%, respectivamente, do total de células com danos
em cada grupo experimental. Nas células CM estes valores eram 1%, 0,7% e 0%,
respectivamente. Estes valores ndo tém relacdo direta com as maiores porcentagens de
apoptose apresentadas por ambos os tipos celulares apos os tratamentos com PAM. Vérias
razdes poderiam explicar este fato: a presenca continuada de radicais livres, a possibilidade
de que células das classes 1 e 2 também levem as células a apoptose, alteracbes nos
mecanismos de reparo que os tornem ineficientes.

As alteragbes morfoldgicas indicativas de apoptose detectadas nas células HSG e
CM pelo ensaio de coloracdo aaranjado de acridina e brometo de etidio, ndo se confirmou
a0 microscopio de luz. E plausivel que os dados desses dois ensaios tenham sido
controversos porgue as células em fase tardia da apoptose se depreendem das laminulas,
ficando suspensas no meio de cultura e, subsequentemente, sendo perdidas nas diversas
lavagens no decorrer da preparacéo das células para a microscopia de luz. Vae lembrar que
pelo ensaio de aaranjado de acridina e brometo de etidio, as células detectadas em
apoptose se encontravam, em sua grande maioria, em apoptose tardia. E possivel que no
inicio da apoptose as células ndo apresentem as alteracfes caracteristicas desse processo, ou
que essas alteracbes sgfam muito sutis e por issO ndo possam ser visudizadas ao
microscopio de luz. E provavel que as céulas andisadas ao microscopio de luz
representassem o conjunto de células vidveis e células em fase inicial da apoptose, ja que
ndo apresentavam nenhuma alteracdo morfol 6gica evidente.

Ao microscépio de luz ndo foram encontradas ateragdes morfoldgicas, o que € um
resultado interessante no que tange ao uso deste material nanoestruturado em aplicactes

biomédicas. Esta observacdo foi confirmada pelas andlises ao microscépio eletronico de



transmisséo, mesmo na presenca de alguns aglomerados de NPM interiorizados em ambos
os tipos celulares. Ao microscopio de luz ndo foi observada ainteriorizacdo de NPM, o que
pode refletir a limitagdo em detectar as NPM pelas coloragtes utilizadas ou ainda a morte
das células que haviam endocitado NPM e subsequiente perda da capacidade de adesdo das
mesmas as |laminulas investigadas.

Segundo discute Azevedo e colaboradores (2003), a interiorizacdo das
nanoparticulas pelas células € um processo ativo, sendo as nanoparticulas magnéticas,
como todas as outras nanoparticulas, seletivamente incorporadas pela membrana
plasmatica, em um processo gque depende da estrutura molecular da membrana plasmética.
Ouitras explicacOes para ainteriorizagdo de NPM tém sido descritas. Em particular, Pradhan
e colaboradores (2007) discutem que este processo esta relacionado com a estrutura da
cobertura. No presente estudo, as nanoparticulas foram encapsuladas com abumina. A
utilizacdo de albuminas (rato, bovina, ou humana) como sistemas entregadores de drogas
para células tumorais € bastante conhecida (Stehle et al, 1999). As células podem endocitar
as moléculas ligadas a albumina que sdo subsequentemente hidrolisadas nos lisossomos e
liberadas dentro do citossol, onde exercem sua acdo biolégica (Stehle et a, 1999). Embora
NPM tenham sido visuadizadas, ao MET, dentro das células, € importante observar que
essas hao apresentavam vesiculas de absor¢do, uma caracteristica do processo de
endocitose.

Em sintese, este estudo mostrou que o PAM (1) apresenta citotoxicidade
relacionada a concentragdo da amostra e tipo celular; (2) induz, como principa via de
degereracao, a apoptose, que € sempre menor do que 20%; (3) tem atividade genotoxica,
mas, em sua maioria, os danos sdo de intensidade leve (classe 1 e 2); (4) em concentragdes
menores, pode apresentar atividade genotoxica e ndo ter correspondente atividade
citotoxica; (5) ndo apresentou alteragdes na morfologia ou ultraestrutura de ambas as
células; (6) teve suas NPM interiorizadas por algumas células.

Nos estudos das interacbes nanoparticula-células redizados in vitro é plausivel
esperar efeitos mais severos do que nos efetuados in vivo, uma vez que 0S organi Smos Vivos
dispdem de uma série de mecanismos para restabelecer o equilibrio homeostésico, os quais
estdo ausentes em culturas de células e que, portanto, descrevem uma sSituacdo de

citotoxicidade aguda. Conquanto os resultados obtidos neste trabalho apontem para a



biocompatibilidade da amostra de polimeros de albumina magnéticos, outros estudos
deverdo ser realizados de modo a estabelecer um modelo experimental in vivo para

esclarecer melhor sobre a biocompatibilidade dos polimeros de a bumina magnéticos.



6. CONCLUSAO






Com bases nos resultados obtidos neste estudo, é possivel concluir que, nas condi¢des

experimentais utilizadas, a amostra PAM:

1 possui hanoparticulas magnéticas com didmetro modal igua a 9,2nm;

2 apresenta citotoxicidade relacionada a concentracdo da amostra e tipo celular;

3 induz apoptose, sempre em menos de 20%, tanto nas células HSG, quanto nas CM,

evidenciaveis pelo ensaio de coloracdo e andlise a0 MET,;

4 tem atividade genotdxica nas células HSG e CM, mas, em sua maioria, 0s danos séo

de intensidade leve (classe 1 e 2);

5 em concentragbes menores, pode apresentar atividade genotOxica e ndo ter

correspondente atividade citotoxica;

6 réo induz alteracbes morfoldgicas nas células HSG ou CM aderidas as laminulas de

vidro, evidenciaveis ao microscopio de luz;

7 ndo induz dteracbes ultra-estruturais na maioria das células HSG e CM,

evidencidveisao MET;

8 éinteriorizado nas células HSG e CM, conforme revelado pela presenca de pequeno

nimero de corpos eletron-densos, caracteristicos de nanoparticulas, ao MET;

9 tem potencial para uso em aplicacOes biomédicas e, portanto, deve ser investigada

por testesin vivo.
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