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RESUMO

Materiais nanoestruturados tém sido amplamente estudados, especialmente em relacdo a sua
potencial aplicacdo como agentes de liberacdo de farmacos e terapias contra o cancer. As
nanoparticulas de maghemita revestidas com DMSA (FM — DMSA) foram estudadas
anteriormente quanto a sua biocompatibilidade e toxicidade, in vitro e in vivo, mas os estudos
avaliam apenas os efeitos a curto prazo (30 a 90 dias). Este trabalho teve o objetivo de estudar os
efeitos a longo prazo de nanoparticulas de maghemita revestidas com DMSA por meio de analises
hematoldgicas, de imagem e histoldgicas. O experimento consistiu na injecdo intravenosa de um
fluido magnético composto de nanoparticulas de maghemita funcionalizadas com DMSA. Ratas
Wistar fémeas (N = 15) foram divididas em trés grupos compostos por 5 animais cada: controle
(receberam 100 pL de solucdo salina), T0,5 (receberam 100 pL de fluido magnético a 0,5 mg Fe
/ Kg) e T5 (receberam 100 pL de fluido magnético a5 mg Fe / Kg) e este foi considerado dia zero
(D0). Os animais foram submetidos a avaliacbes hematoldgicas (hematocrito e bioquimicos)
mensais e ultrassonogréaficas (Mindray Z5Vet com sonda microconvexa 10Mz) nos dias 120, 180,
210, 240, 270 e 300 apos o tratamento, completando 10 meses de acompanhamento e terminando
este periodo com eutandsia e coleta de 6rgdos para histopatologia. Os 6rgdos avaliados pela
ultrassonografia foram rins e baco (ecogenicidade, volume e indice de resistividade vascular pelo
Doppler), figado e pulmio (ecogenicidade do parénquima). A interpretacio dos valores
hematol6gicos ndo foi observada nenhuma variacdo significante que pudesse ser correlacionada
com a administracdo da FM — DMSA. Nas ultrassonografias, foram visualizadas, em animais
tratados, alteracdes renais compativeis com dilatacdo da pelve renal (hidronefrose). Aos 4 meses,
apenas um animal do grupo T 0,5, apresentou essa alteracdo que se repetiu aos 6, 7 e 9 meses.
Aos 6 meses, 0 animal 1 deste mesmo grupo apresentou tal alteracdo, que foi vista novamente aos
9 meses. Ainda no grupo T 0,5, dois outros apresentaram hidronefrose aos 7, 8 e 10 meses. Quanto
ao grupo T5, todos os animais, em algum momento do experimento, apresentaram hidronefrose.
A alteracdo foi mais consistente aos 10 meses quando quatro dos cinco animais apresentaram
hidronefrose. As demais alteragfes foram observadas de forma isolada, sendo assim: T5 — 1 aos
7 meses, T5-2 e 3 aos 10 meses, T5-4 aos 8 e 10 meses. O animal 5 foi 0 que apresentou mais
vezes: aos 8, 9 e 10 meses. No grupo controle, apenas um animal apresentou hidronefrose no 8°
més, achado que ndo foi mais observado nos meses subsequentes. Na analise histopatoldgica, a
dilatacdo pélvica também foi observada nos animais 4 e 5 do grupo T0,5 e nos animais 1, 2,3e 5
do grupo T5, mas nenhum dano ao parénquima renal foi observado. Os demais 6rgdos nao
apresentaram alteracGes sugestivas de lesdo tecidual na analise ultrassonogréafica, no entanto, 0s
pulmdes dos animais dos grupos tratados apresentaram espessamento de septo alveolar. Em
conclusédo, com base nas avalia¢Oes realizadas, a administracdo endovenosa de nanoparticulas de
maghemita funcionalizadas com DMSA nas concentracdes testadas € segura e ndo causa dano
tecidual no figado e bago por até 300 dias. Os achados renais ndo sdo consistentes com danos
graves ao 0rgdo, especialmente porque ndo ha envolvimento do parénquima renal. Os danos
observados em parénquima pulmonar precisam ser mais estudados.

PALAVRAS-CHAVE: Nanobiotecnologia; histopatologia; nanotoxicidade; ultrassonografia;
hemograma; pulmé&o; hidronefrose.
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ABSTRACT

Nanostructured materials have been widely studied, especially regarding to their potential
application as drug agents and cancer therapies. DMSA - coated maghemite nanoparticles (FM -
DMSA) have been studied for their biocompatibility and toxicity, in vitro and in vivo, but the
studies only evaluate the short - term effects (30 to 90 days). This work had the objective to study
the long-term effects of DMSA-coated maghemite nanoparticles by means of hematological,
imaging and histological analyzes. The experiment consisted of the intravenous injection of a
magnetic fluid composed of DMSA — coated maghemita nanoparticles. Female Wistar rats (N =
15) were divided in to three groups composed of 5 animals each: control (receiving 100 puL of
saline solution), T0.5 (receiving 100 uL of magnetic fluid at 0.5 mg Fe / Kg) and T5 (receiving
100 puL of magnetic fluid at 5 mg Fe / Kg) and this was considered the “day zero” (DO) of the
experiment. The animals were submitted monthly to blood analysis (biochemical and
hematological) and ultrasound evaluations (Mindray Z5Vet with microconvex probe 10Mz) at
days 120, 180, 210, 240, 270 and 300 after treatment, completing 10 months of follow up and at
the end of this period they were euthanasiated and organs were collected for histopathology. The
organs evaluated by ultrasonography were kidneys and spleen (echogenicity, volume and vascular
resistivity index by Doppler), liver and lung (echogenicity of the parenchyma). The interpretation
of the hematological values did not show any significant variation that could be correlate with the
FM - DMSA administration. Ultrasonography revealed renal alterations compatible with renal
pelvis expansion (hydronephrosis) in treated animals. At 4 months, only one animal in T 0.5 group
(animal 3) presented this alteration, which was recurrent at 6, 7 and 9 months. At 6 months,
another of this same group presented such alteration, which was seen again at 9 months. Still in
the T 0.5 group, two other different animals presented hydronephrosis at 7, 8 and 10 months. As
for the T5 group, all animals, at some point in the experiment, presented hydronephrosis. The
change was more consistent at 10 months when four of the five animals had hydronephrosis.
Specifically, the alterations observed were as follows: T5 - 1 at 7 months, T5-2 and 3 at 10 months,
T5-4 at 8 and 10 months. Animal 5 presented the most: at 8, 9 and 10 months. In the control
group, only one animal (1) presented hydronephrosis in the 8th month, a finding that was not
observed in the subsequent months. In the histopathological analysis, pelvic dilation was seen in
animals 4 and 5 of the T0.5 group and in the animals 1, 2, 3 and 5 of the T5 group, but no damage
to the renal parenchyma was observed. The other organs did not show changes suggestive of tissue
lesion in the histopathological analysis, however, the lungs of the animals of the treated groups
showed thickening of the alveolar septum. In conclusion, based on the evaluations performed,
intravenous administration of DMSA - coated maghemite nanoparticles at the concentrations
tested is safe and does not cause tissue damage in the liver and spleen for up to 300 days. Renal
findings are not consistent with severe damage to the organ, especially since there is no
involvement of the renal parenchyma. Damage observed in pulmonary parenchyma needs to be
further studied.

KEY WORDS: Nanobiotecnology; histopathology; nanotoxicity; ultrasonography; blood
analysis; lung; hydronephrosis.
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1. INTRODUCAO

A Nanobiotecnologia tem se desenvolvido grandemente nos Ultimos anos, oferecendo ao
campo biomédico uma gama de novas possibilidades de tratamento e diagndstico. Especial atencéo
merecem as nanoparticulas magnéticas, as quais tem sido largamente estudadas. Ensaios
experimentais estdo sendo incessantemente realizados in vitro e in vivo para que se tenha
conhecimento dos efeitos da administracdo destes compostos. Estudos in vivo sdo necessarios, pois é
por meio deles que se compreende os efeitos da administracdo das nanoparticulas magnéticas no
organismo como um todo. Varios estudos in vivo ja foram realizados com nanoparticulas de magnetita
e maghemita, avaliando seus efeitos em diferentes 6rgdos e sistemas do organismo a curto e médio
prazo. Estes estudos tém mostrado que as nanoparticulas magnéticas provocam alguns efeitos no
organismo, mas que, de modo geral, sua administracao € segura. No entanto, possiveis efeitos a longo
prazo ainda ndo foram avaliados.

Este trabalho apresenta o acompanhamento a longo prazo (por um periodo de 300 dias) de
animais que receberam nanoparticulas de maghemita recobertas com DMSA por via endovenosa. Os
animais foram sistematicamente avaliados por meio de exames hematolégicos e ultrassonogréaficos,
que sdo métodos de diagndstico ndo invasivos, permitindo o acompanhamento dos mesmos animais
ao longo do tempo. Desta forma este trabalho d& mais um passo na investigacdo da seguranca da
administracdo de nanoparticulas magnéticas, trazendo o diferencial de demonstrar a evolugdo dos

animais a longo prazo por meio de técnicas nao invasivas.



2. REVISAO DE LITERATURA

As nanoparticulas magnéticas e seus efeitos no organismo

A nanotecnologia tem sido o foco de diversos estudos na area de biomedicina, na tentativa de
desenvolver novas estratégias terapéuticas para as mais diversas enfermidades. Dentro deste campo,
as nanoparticulas magnéticas merecem destaque. Nanoparticulas magnéticas sdo nanoparticulas de
oxido de ferro, mais comumente magnetita (FesO4) e sua forma oxidada maghemita (y-Fe2Oz). Dentre
as aplicacbes biomédicas das nanoparticulas magnéticas, pode-se destacar trés: 1) Liberacao
Controlada de Farmacos; 2) Hipertermia; 3) Imagem por Ressonancia Magnética (revisado por Gupta
& Gupta, 2005).

A citotoxicidade das nanoparticulas magnéticas tém sido objeto de intensa investigacao.
Muitos estudos tém sido desenvolvidos com ensaios in vitro (Jeng & Swanson, 2006; Delcroix et al.,
2009; Naqvi et al., 2009; Souza, 2011). No entanto, apesar desta avaliacdo de citotoxicidade de
determinadas nanoparticulas em determinados tipos celulares in vitro fornecer informacGes
importantes, estes dados sao insuficientes quando isolados. Isto porque, estes estudos nao fornecem
informacao sobre o impacto destas nanoparticulas no organismo vivo como um todo (Villiers et al.,
2009). Para que as aplicacfes biomédicas de nanoparticulas magnéticas seja seguras, nao testes in
vivo precisam ser realizados com o intuito de conhecer seus efeitos no organismo, tanto a curto prazo

quanto a longo prazo.

Alguns trabalhos ja reportam os efeitos de nanoparticulas magnéticas in vivo. Lacava et al.
(2002) administraram nanoparticulas de magnetita cobertas com dextran em camundongos
intravenosamente e analisaram a biodistribuicdo por ressonancia magnética de 5 a 90 minutos. Com
10 minutos a concentracdo no sangue ja estava diminuida. Figado e baco foram os 6rgaos que
apresentaram maior concentracdo das nanoparticulas durante todo o tempo estudado. Ja pulméo,
coracdo, cérebro, pancreas e rins ndo apresentaram nanoparticulas em parénquima em nenhum
momento. Em estudo subsequente, Lacava et al. (2003) mostraram que as nanoparticulas magnéticas
estavam visiveis na microscopia Otica no figado, bago e medula Ossea até 28 dias ap6s a
administracdo. Ja em 2004, Lacava et al. aumentaram o tempo de observacdo para até 6 meses apos
a injecdo. Os autores observaram mais uma vez que as nanoparticulas magneticas séo direcionadas
principalmente para figado e baco (restrito a polpa vermelha) e que ao longo do tempo os aglomerados
de nanoparticulas nestes 6rgdos diminuem em numero e aumentam em tamanho. Além disso, seus

achados sugerem que dos 3 aos 6 meses apos a aplicagdo as nanoparticulas estejam sendo degradadas,



liberando ferro, e que este processo é mais observado no figado. Apesar disso, ndo foram observadas

lesBes histopatoldgicas no figado ou no baco.

Chaves et al. (2002) administraram nanoparticulas de magnetita cobertas com DMSA em
camundongos por via intravenosa e analisou os efeitos nos pulmdes e no figado apoés 5, 10, 30, 60,
120 e 240 minutos. Com 30 minutos foram observados muitos aglomerados de nanoparticulas nos
pulmdes, que foram diminuindo progressivamente até o final das observacgdes (de 60 a 240 minutos).
Foram encontradas nanoparticulas dentro dos capilares sanguineos nos pulmdes. Os autores
mencionam ainda que 5 animais tiveram morte subida com dificuldade respiratdria logo apos a
administracao, e sugerem que as nanoparticulas podem ter causado bloqueio de capilares pulmonares.
Neste estudo ndo houve alteragbes no figado. Em estudo subsequente, Chaves et al. (2005)
investigaram mais a fundo a ag8o inflamatoria das nanoparticulas de magnetita coberta com DMSA
nos pulmdes nos tempos de 5, 10 e 30 minutos, 1, 2, 4, 12 e 24 horas, e observaram grande reatividade
das células musculares ao redor dos alvéolos e vasos sanguineos apds 12h da administracdo, que

estava ainda maior ap0s 24h.

Ja Garcia et al. (2005) administraram nanoparticulas de magnetita cobertas com DMSA em
camundongos por via intravenosa e avaliaram apenas os pulmdes por histologia apds 24h, 48h, 7, 15,
30 e 90 dias. De modo geral, os autores observaram um crescente acimulo de nanoparticulas nos
pulmdes, iniciado na luz de vasos e passando ao parénquima e bronquiolos, associado a processo
inflamatorio e presenca de leucdcitos (mais especificamente macréfagos) até os 30 dias. J& aos 90
dias ap6s a administracdo, o processo inflamatério havia regredido. Em outro trabalho, a investigacdo
de lavado bronquioalveolar de camundongos apds administracdo intravenosa de nanoparticulas de
magnetita recobertas com DMSA até 72 horas ap6s a administracdo mostrou que ha um aumento de
leucécitos tempo-dependente. Até 12 horas de estudo, houve predominéncia de macréfagos
juntamente com a presenca de mondcitos. Ja entre 12 e 72 horas hd um retorno do nimero de
leucdcitos para os niveis normais. O estudo conclui que este composto esta envolvido no mecanismo

pro-inflamatorio nos pulmdes (Valois et al., 2010).

Sadeghiani et al. (2005) estudaram os efeitos de nanoparticulas de magnetita recobertas com
acido poliaspartico administrado em camundongos, por via intravenosa, duas doses diferentes e
acompanharam até 30 dias de experimento. A luz da histopatologia, foi observada a presenca de
nanoparticulas apenas em baco, figado e pulmdes, sem alteracbes morfoldgicas ou processos
inflamatdrios associados. Este estudo concluiu que todos os resultados foram dose-dependente e que
além disso, a biodistribuicdo deste composto é muito similar aos compostos com cobertura de acido

citrico e muito diferente a biodistribuicdo dos compostos recobertos com dextran ou DMSA.

A forma oxidada da magnetita, a maghemita, sob a forma de nanoparticulas cobertas com



citrato foram injetadas em camundongos, por via intravenosa ou intraperitoneal, e analises sanguineas
(hemograma) e histoldgicas de figado, pulmé&o, baco e rins, foram realizadas nos tempos de 6h, 12h,
24h, 48h e 7 dias apds as injecdes (Brugin, 2007). Com relacdo as analises de sangue, foi observada
uma diminuicdo progressiva dos leucocitos, em especial de linfocitos, das 6 as 48 horas apds a
administracdo. Aos 7 dias havia queda de monadcitos, mas o nimero de linfécitos havia retornado ao
normal. Na histopatologia de pulmédo as 6h houve pouco acimulo de nanoparticulas, as 12h havia
infiltrado inflamatorio no parénquima pulmonar e aglomerados de nanoparticulas proximos aos
vasos; com 24h foram observados poucos aglomerados de nanoparticulas no parénquima e
espessamento alveolar, além de pequeno infiltrado inflamatério ao redor dos vasos. As 48h foi
observada &rea hemorragica no parénquima pulmonar, ndo associada as nanoparticulas, e aos 7 dias
havia infiltrado inflamatdrio junto aos vasos e pouco acimulo de nanoparticulas no parénquima. Ja
no figado a quantidade de nanoparticulas que pode ser identificada foi pequena as 6h, aumentou as
12 h e voltou a diminuir as 24h e 48h. Nao foi observada nenhuma alteracdo histoldgica neste 6rgao.
No baco, a quantidade de nanoparticulas presentes foi varidvel e também ndo houve alteracbes
histoldgicas. Nos rins foi observada reacdo inflamatdria na pelve renal em todos os tempos, porém
sem correlacdo com a administracdo das nanoparticulas. Ja as 12h e 24h havia aglomerados de

nanoparticulas nos glomérulos renais, porém sem alteracdes histopatoldgicas (Brugin, 2007).

Moreira (2012) estudou os efeitos da particula de maghemita recoberta com DMSA ao longo
de 90 dias, em camundongos, administrada por via intravenosa em 4 aplicagdes sequenciais a cada
15 dias (0-15-30-45d), através da analise de tomografia computadorizada, analise sanguinea e
histopatoldgica. A tomografia computadorizada foi realizada aos 30, 45, 60 e 90 dias e ndo foi
observada nenhuma alteracdo. As andlises sanguineas incluiram a avaliacdo de ALT, DHL,
Creatinina, Ferro sérico, bilirrubinas totais e fracfes e nesta analise nenhuma alteracéo foi detectada.
As analises histopatoldgicas, foram encontradas nanoparticulas nos quatro 6rgéos analisados: rim,
pulmdo, baco e figado. Nenhum dos 6rgdos apresentou alteracbes morfoldgicas, no entanto, alguns
achados devem ser aqui descritos. No rim, foram encontradas mais nanoparticulas na regido de cortex
sem associacdo a focos inflamatdrios perivasculares. Os achados de pulmédo foram relativos a
aglomerados em bronquiolos e regido perivascular além de um dos animais ter apresentado imagem
sugestiva a trombose associada a presenca de nanoparticulas. Quanto ao baco as nanoparticulas
encontravam-se em polpa vermelha e com poucos aglomerados. Ja no figado, as que foram vistas
estavam em parénquima e associadas as células de Kupffer além de estarem proximas a ductos

biliares.

Parca (2006) estudou os efeitos do fluido magnético composto de nanoparticulas de

maghemita recobertas com DMSA, em camundongos, ao longo de 120 dias com foco em lesGes de



figado com analises de microscopia de luz e microscopia eletronica e transmissdo (MET). Nos dias 1
e 2 as nanoparticulas foram encontradas dentro de células de Kupffer e em capilares sinusdides com
poucos processos inflamatdrios associados. Aos 7 dias as nanoparticulas encontravam-se dentro de
hepatocitos e proximas as veias centro-lobulares, com pequenos infiltrados inflamatorios associados.
Aos 15 dias encontravam-se em capilares sinusoides, no endotélio de veias centro-lobulares e
canaliculos biliares com aumento dos infiltrados inflamatdrios. Aos 30 dias foi o tempo experimental
com maior quantidade de nanoparticulas em parénquima hepatico e também maior quantidade de
focos inflamatdrios de tamanho médio. Aos 60 e 90 dias as nanoparticulas foram encontradas em
tecido conjuntivo de espaco porta e proximo a ductos biliares com poucos infiltrados inflamatérios.
Aos 120 dias o autor relata que foi nitida a queda da quantidade de nanoparticulas bem como de focos
inflamatorios associados. A anélise de MET corroborou com os achados de microscopia de luz
mostrando provavelmente a via de eliminacao deste fluido magnético dentro do figado iniciando-se
pelos capilares sinusoides, e progressivamente células de Kupffer, células endoteliais e hepatdcitos,
canaliculos biliares e ductos biliares. Ainda foi feita uma analise dos focos inflamatdrios que mostrou
ser crescente nos dias 1, 2 e 7, havendo uma queda aos 15 dias, um novo aumento aos 30 e 60 e caindo

novamente aos 90 e 120 dias.

Em outo estudo, nanoparticulas de maghemita cobertas com DMSA foram administradas por
via intravenosa em macacos prego e os efeitos no baco, figado e linfonodos foram avaliados apds 12
horas e 90 dias (Braz, 2008). Em 12 horas foi observado um acumulo de nanoparticulas no figado,
enquanto poucos agregados foram observados no baco, e agregados raros em linfonodos. Aos 90 dias
as mesmas alteracdes foram observadas nos linfonodos. No entanto no figado foram observadas
dilatacdo de sinusodides, sem inflamacdo, e as nanoparticulas se encontravam no citoplasma dos
hepatdcitos e em células epiteliais. No bago foram vistas mais nanoparticulas aos 90 dias do que as

12 horas, especificamente no citoplasma de linfoblastos (Braz, 2008).

Ainda em macacos-prego, Monge-Fuentes et al. (2011) injetaram um fluido magnético com
DMSA por via intravenosa e fizeram analises dos 6rgaos 12h, 30 e 90 dias ap6s a administracao.
Foram observadas nanoparticulas nos pulmdes ja as 12h ap6s a administracdo, presente no limen dos
vasos, regido perivascular, alvéolos, epitélio de brénquios e bronquiolos, e até na cartilagem,
formando aglomerados, e reduzindo progressivamente apés 30 e 90 dias. No figado também foram
vistos aglomerados no parénquima em todos os tempos. As 12h principalmente nos hepatdcitos, aos
30 dias no tecido conjuntivo e ao redor de ductos biliares e sinuséides, e aos 90 dias no espaco de
Disse e nos vasos sanguineos. Nos rins, com 12hs havia nanoparticulas no cértex renal em tabulos
proximais, vasos sanguineos e capilares glomerulares, 30 e 90 dias as nanoparticulas encontravam-se

em tdbulos proximais, mas em menor quantidade. Anélises de sangue também foram feitas as 12h, 7,



15, 30, 60 e 90 dias apds a administracdo, mas ndo foram vistas alteracdes.

No intuito de explicar melhor os efeitos causados por nanoparticulas magnéticas em diferentes
6rgdos, um estudo in vitro expds macrofagos peritoneais e alveolares de camundongo a
nanoparticulas de maghemita cobertas com DMSA e observou os efeitos por até 180 minutos (Braz,
2011). Nos macrofagos alveolares houve diminuicdo da atividade pro-inflamatéria durante toda a
observacdo. Ja nos macrdfagos peritoneais houve resposta anti-inflamatoria. O estudo conclui que as
nanoparticulas podem desencadear efeitos diferentes em tipos celulares diferentes.

Mejias et al. (2013) estudou camundongos tratados de forma intravenosa com 5 injeces em
2 semanas com nanoparticulas magnéeticas recobertas com DMSA durante trés meses. Neste estudo,
nas andlises histopatoldgicas, foram observados acumulos de ferro dos 30 dias aos 3 meses de
experimento. Figado e pulm&o apresentaram queda progressiva de aglomerados, no entanto, em
especial o figado apresentou aumento do tamanho destes aglomerados o que seria devido a a¢do dos
fagocitos no parénguima. Em baco foram observados aglomerados em polpa vermelha e no rim foi o
Unico 6rgdo onde ndo foram observados aglomerados. Nas fezes, o contetdo de ferro foi crescente
do 7° ao 30° dia sem sinais paramagnéticos o0 que mostra que as nanoparticulas foram
biotransformadas em outros compostos férricos. Aumentos transitérios de AST e ALT (enzimas
presentes em lesdes hepaticas) com presenca de pico aos 30 dias de experimento, foram observadas
nas analises bioquimicas. 7 dias apds a Ultima administracdo de NPM — DMSA foi observado
aumento transitdrio de GGT e creatinina, no entanto, os valores observados néo ultrapassaram o valor

méaximo considerado normal para a espécie.

Como pode ser visto, varios trabalhos ja abordaram os efeitos da administracdo de
nanoparticulas magnéticas em organismos vivos, no entanto a maioria deles faz um estudo de curto
(horas a dias) e médio prazo (poucos meses — geralmente até 3 meses). Além disso, todos os trabalhos
até o momento utilizam a histologia como ferramenta de estudo. Apesar do exame histopatolégico
ser de fato o mais definitivo em termos de identificar lesbes aos 6rgdos, a desvantagem de usa-lo
como Unica forma de anélise é o fato de ser um exame invasivo, e que na maioria das vezes exige a
eutanasia do animal para a retirada dos 6rgdos. Dessa forma, os resultados para os diferentes tempos
analisados sdo obtidos de animais diferentes, e 0 acompanhamento dos efeitos da administracdo de
nanoparticulas ao longo do tempo em um mesmo animal ndo sdo conhecidos, especialmente a longo
prazo. Uma forma de abordar a reagdo do organismo frente a administracdo de nanoparticulas
magnéticas ao longo do tempo seria utilizando técnicas de diagnostico por imagem. Estas técnicas
tém sido cada vez mais utilizadas na medicina (humana e veterindria), pois trazem informacdes dos

6rgdos internos com baixa ou nenhuma invasividade.



A ultrassonografia e outras ferramentas de diagnostico por imagem

A ultrassonografia faz parte de um avanco tecnoldgico na investigacdo e diagnostico de
alteracbes patoldgicas também para a Medicina Veterinaria (Santos et al, 2004). E ainda mais
fantastico por ndo ser um método invasivo e que permite a avaliacdo dos 6rgdos de diversas cavidades
(abdominal, torécica e craniana por exemplo) de diversas espécies domésticas ou ndo (Kealy &
McAullister, 2000).

A investigacdo ultrassonografica ou exame ultrassonografico de alta qualidade requer
essencialmente o conhecimento dos fenémenos fisicos que envolvem particularmente a formacéo de
imagem (Nyland & Mattoon, 2001; Burk & Feeney, 2003). A pericia em se realizar este exame
reivindica conhecimentos extensos em anatomia, fisiologia, patologia e composi¢do corporal do
paciente, bem como recursos e limitagcdes do aparelho disponivel para uso (Nyland & Mattoon, 2001;
Kealy & McAllister, 2000). E importante também ter conhecimento de artefatos que podem ser
gerados o que pode acarretar em ma interpretacdo, seja pela falta de identificacdo da lesdo ou por
julgé-la mais grave do que realmente é, e comprometer seriamente o diagnéstico (Kealy &
McAllister, 2000; Levitov et al. 2009).

As imagens de um exame ultrassonografico sdo geradas através de ondas sonoras com
frequéncia superior ao valor audivel por um humano. As medias das frequéncias utilizadas nos
aparelhos comerciais transitam entre 2 e 15 Mhz (Kealy & McAllister, 2000). Quem emite estas ondas
sonoras sdo os transdutores que podem ter frequéncia Unica ou ser multifrequenciais. Assim, o
ultrassonografista deve selecionar a frequéncia adequada a parte anatbmica a ser estudada (Nyland &
Mattoon, 2001; Burk & Feeney, 2003; Santos et al, 2004; Levitov et al. 2009).

Altas frequéncias sdo indispensaveis para a formacao de imagens de alta resolugéo, no entanto,
neste caso, o comprimento da onda diminui, o que impede a penetrancia nos tecidos. Cabe a
experiéncia do ultrassonografista saber qual frequéncia ideal que penetrara a profundidade necessaria
para 0 estudo em questdo. Com a experiéncia esta escolha torna-se intuitiva (Nyland & Mattoon,
2001). Por exemplo, um transdutor de 7,5 MHz pode ser ideal para ultrassonografia renal de um gato,
mas pode ndo ser adequado para avaliar um céo de grande porte. Portanto em pequenos animais
geralmente as frequéncias usadas sdo mais altas e em grandes animais as frequéncias mais usadas sao
mais baixas. Quanto maior a penetrancia, ou seja, menor a frequéncia, melhor sera a imagem de
estruturas distantes da pele. Da mesma forma, altas frequéncias, e portanto, menor poder de
penetrancia, traduzem imagens com profundida menor, no entanto, com alta resolucdo. Os aparelhos
de ultrassom geralmente estdo calibrados para atingirem imagens de profundida méaxima entre 10 e
20 cm (Santos et al., 2004).



A formacdo da imagem é fundamentada no principio pulso x eco (Burk & Feeney, 2003,
Santos et al, 2004). O som pulsado (e ndo continuo) que é produzido pelo transdutor através da
vibracdo dos cristais piezelétricos, apds interagir com os tecidos, retorna ao transdutor (Santos et al,
2004). Os aparelhos de ultrassom sdo entdo calibrados dentro de uma escala de cinza para que cada
retorno de ultrassom seja cronometrado quanto a sua amplitude/forca do eco (Burk & Feeney, 2003;
Santos et al, 2004). Atualmente é convencionado que um eco com baixo retorno, ou seja, baixa
intensidade, apresenta-se como um ponto preto. Ecos de alta intensidade sdo estabelecidos como uma
imagem branca (Nyland & Matton, 2001). Ja os ecos intermediarios formam imagens em diversos
tons de cinza (Santos et al, 2004). A composicdo do tecido e como ele interage com as ondas
ultrassénicas, classifica-se estas imagens como anecdica (preto), hiperecoica (branco) e hipoecdica
(cinza) (Santos et al, 2004). Na prética da rotina ultrassonogréafica, sabe-se que quanto maior a
presenca de liquido a estrutura vai apresentar uma imagem mais escura (anecoica), como por exemplo
0 conteudo da bexiga, que aparece em preto, enquanto tecidos pobres em liquido vao apresentar uma
imagem mais clara (hiperecdica), como por exemplo a superficie de 0ssos, que aparecem em branco.
Orgaos e tecidos, em funcio da sua composicéo, irdo apresentar-se em tons de cinza variados, por
exemplo: figado normalmente apresenta uma imagem cinza escuro, por possuir alta composicédo de

agua, enquanto tecido adiposo apresenta imagem cinza bem claro, devido a baixa composicao aquosa.

Este método de diagndstico por imagem apresenta alguns modos particulares. O modo A,
pouco utilizado na rotina clinica e mais especifico para a area da oftalmologia, tem como objetivo
exames que necessitam de precisdo na medida de comprimento e profundidade que se mostram como
picos que se originam de linhas verticais. O modo M é o utilizado dentro da avaliacdo cardiaca por
meio da ecocardiografia e funciona através da movimentacdo dos tecidos (interfaces refletoras) e tem
como objetivo a afericdo de cadmaras, paredes cardiacas e movimento de valvulas. O modo B é o mais
difundido e é o que utiliza a escala em cinza e relaciona a amplitude com a penetrancia das ondas
sonoras no tecido, como explicado anteriormente. As imagens sdo obtidas em movimento e em tempo
real por um feixe de ultrassom fino e exibem a anatomia em corte transversal. VVarios planos podem
ser obtidos através da mudanga de posicionamento do transdutor em relagdo ao paciente (Nyland &
Mattoon, 2001).

Para um exame ultrassonografico de abdémen de pequenos animais, a preparacao do paciente
envolve a tricotomia da regido, para a reducdo da camada de ar entre a pele e o transdutor (Kealy &
McAllister, 2000), jejum alimentar de 8 horas e hidrico de 2 horas e se possivel, administragédo de
antifisético para diminuicdo de gas em trato gastrointestinal. O posicionamento do paciente para o
exame nao é bem determinado, ja que isso depende de preferéncias particulares de cada profissional

que ird conduzir o exame (Kealy & McAllister, 2000). A sedacdo ou anestesia geral pode ser



necessaria em algumas poucas situacGes, como agressividade extrema que coloque em risco a
seguranga dos envolvidos no procedimento, dor intoleravel e procedimentos invasivos a serem

guiados por ultrassom (citologia aspirativa ou bidpsia).

Deve-se adotar um protocolo de exame, ja que a orientacdo do transdutor, planos de estudo e
nomenclatura seguem um padrao (Kealy & McAllister, 2000). Geralmente inicia-Sse 0 exame por um
orgdo/ponto de referéncia abdominal, no caso a bexiga. O transdutor é utilizado para a varredura do
proprio 6rgdo e suas adjacéncias, gerando imagens que podem ser captadas através do sistema
especifico de cada aparelho (imagem e/ou video). Considerando-se a bexiga como ponto de partida,
segue-se 0 exame em sentido anti-horario, abordando a area lateral abdominal esquerda: rim
esquerdo; mais cranialmente: bago; cranio-medial: estbmago; area lateral abdominal direita: figado,
rim direito e duodeno, e medialmente: algas intestinais. Este seria um protocolo amplamente
difundido e basico onde outras estruturas nao relatadas aqui, menores e ndo menos importantes,

também sdo obrigatoriamente avaliadas.

E importante salientar que a qualidade da imagem, e consequentemente, a fidedignidade do
diagnostico, depende diretamente do conhecimento da interacdo das ondas sonoras com o tecido a ser
estudado e, ndo menos importante, da pericia na utilizacdo do aparelho de ultrassom e de todos 0s
seus recursos. O conhecimento de areas especificas como a anatomia também é fundamental para a
diferenciacdo entre o normal e anormal/patoldgico. Além disso, ao contrario dos outros exames de
imagem, esta avaliagdo ultrassonografica é dindmica, ou seja, deve ser realizada no momento do
exame (Nyland & Mattoon, 2001).

O exame ultrassonografico deve ser completo, observando e analisando todos os 6rgaos
abdominais, mesmo que a sua indicacdo seja para um o6rgdo especifico, com base em outras
informacdes, por exemplo radiografias, analises bioquimicas, hematoldgicas ou de pesquisa
histopatoldgica disponiveis (Burk & Feeney, 2003). Com o exame ultrassonografico é possivel obter
informacdes valiosas como tamanho, forma e localizacdo das estruturas, a arquitetura de tecidos

moles e 6rgaos.

As vérias modalidades de diagnostico por imagem disponiveis hoje no mercado como a
radiografia, ultrassonografia, tomografia computadorizada ou ainda a mais recente ressonancia
magnética, estdo a disposicdo para que se possa aumentar a acurdcia do diagnostico. No entanto, a
escolha ira variar com o processo da doenga mais provavel. Por exemplo, quando o parénquima
pulmonar precisa ser avaliado, € 0 método de eleicdo € a tomografia computadorizada. No entanto, o
custo do aparelho e a necessidade de anestesia para o paciente acabam apresentando-se como
desvantagens desta técnica. Em muitos casos, a indicagdo de mais de uma modalidade podera

acontecer e na verdade frequentemente seré necessario (Burk & Feeney, 2003).



A especificidade de cada uma das modalidades de diagndstico por imagem aqui relatadas é
um consenso. Em geral, para exame de 6rgdos abdominais a ultrassonografia € o primeiro método de
escolha. Para avaliacdo de 0ss0s, 0 raio-x; enquanto para 6rgdos toracicos e suspeita de neoformacées
a tomografia computadorizada é a op¢cdo mais acertada. A ressonancia magnética, por sua vez, € mais
indicada para alteracGes vasculares e metastases. Publicacdes cientificas comprovam a acuracia € a
eficacia de cada um destes métodos. No entanto, a eficiéncia € um conceito novo que relaciona
acurécia, eficacia e a avaliacdo econdmica associando condicOes reais e custos dos recursos com o
objetivo de melhoras na relagéo custo — efetividade para a rotina clinica (Watanabe et al, 2007). Dos
quatro métodos aqui relatados, ndo ha duvida que a ultrassonografia ainda € o mais acessivel fisica e

gconomicamente.

A radiografia € a representacdo bidimensional estética das cavidades avaliadas. Para gerar
imagens de raio X, radiacdes eletromagnéticas de alta frequéncia e alta energia sdo utilizadas. Um
fluxo de elétrons bombardeia um material chamado tungsténio que libera fotons. Estes fotons
interagem (passando totalmente, parcialmente ou sendo absorvidos) pelos tecidos e sensibilizando o
filme de raio-x rico em prata (Burk & Feeney, 2003). Radiografias séo excelentes para definicdo
anatdbmica, mas sao de uso limitado na avaliacdo de alguns tecidos ou 6érgdos. No caso de 6rgdos
abdominais, como o figado, as técnicas radiograficas sdo insuficientes para diagnosticar alguma
alteracdo de parénquima, apenas aumento ou desvio de topografia anatbmica podem ser observados.
Técnicas radiogréficas ndo contrastadas e nao-computadorizadas podem diferenciar apenas cinco
densidades relativas de pacientes ou objetos (ar, gordura, agua/tecido mole, 0sso e metal), o que limita

imensamente o diagnostico de patologias (Burk & Feeney, 2003).

A ultrassonografia e o raio X sdo exames complementares, um exemplo é uma radiografia
tordcica onde é gerada uma imagem de cardiomegalia mas que serd no ultrassom que todos 0s
componentes cardiacos serdo avaliados e a qualificacdo e quantificacdo da doenca (prognoéstico) sera
definida. E importante lembrar que a presenca de fluidos na radiografia dificulta a formacdo das
imagens, enquanto este mesmo fluido no ultrassom melhora a aquisicdo das mesmas (Kealy &
McAllister, 2000). A ultrassonografia é superior ao raio-x pois consegue distinguir estruturas solidas
de cavitarias, conseguindo muitas vezes definir no caso de neoformacdes de qual 6rgdo se origina, a
extensdo da infiltracdo, o grau de disseminacfo ou ainda a presenca de metastases. E ideal para
avaliacdo de animais com liquido pleural ou peritoneal. Em pacientes com liquido pleural, massas
mediastinais ou doenca cardiaca, a ultrassonografia fornece informacgdes que podem néo ser evidentes
na radiografia como a presenca de celularidade ou ainda quantificar este derrame em discreto,
moderado e severo, podendo ainda realizar centeses ou bidpsias aspirativas diagnosticas (Burk &
Feeney, 2003).
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O desenvolvimento do exame tomogréafico € muito recente e data da década de 70 do século
passado. O grande avanco proposto por esta modalidade € a resolucéo espacial que proporciona. A
imagem é obtida, assim como na radiografia, por particula radioativa ionizante que interage com 0s
diferentes tecidos formando as imagens. Os cortes sequenciais podem ser escolhidos de acordo com
0 protocolo adotado e uma grande vantagem é que através dos programas de reformatacdo cortes
obliquos ou sagitais podem ser adquiridos sem expor o paciente novamente a radiagdo. A tomografia
computadorizada € mais sensivel que as radiografias na deteccdo por exemplo de descalcificacdo
Ossea e na avaliacdo de imagens transversais 0 que sé é possivel com varias projecdes radiograficas.
Além disso, para o estudo de neoplasias, pode-se usar contraste iodado que proporciona excelente
contraste e visualizacdo do suprimento sanguineo, no entanto, muitos pacientes tem restricdo
alergénica quanto ao seu uso, dificultando o diagnéstico (Manso, 1995). Aqui, assim como na
radiografia, tanto o técnico (se ndo protegido) como o paciente ficam expostos a cargas de
radioatividade. Ja a ultrassonografia, como ja explicado, ndo utiliza radiacdo ionizante, e ndo existem
relatos de efeitos deletérios causados pela exposicdo as ondas sonoras a pacientes ou a
ultrassonografistas dentro da rotina clinica (Nyland & Mattoon, 2001).

Ja a ressonancia magnética € um método ndo invasivo que ndo utiliza particulas ionizantes. A
imagem é formada através da interacdo de prétons e néutrons, radiofrequéncia e um forte campo
magnético gerado pelo aparelho. Uma grande vantagem neste exame € o uso de contraste
paramagnético ndo iodado, o gadolinio, que tem baixo potencial alergénico. Através de programas de
formatacdo é possivel suprimir por exemplo a gordura no momento do exame propiciando imagens
que individualizem lesbes adjacentes e gerando excelente resolugdo. A ressonancia magnética fornece
resolucdo superior de tecido mole e pode ser particularmente Gtil na avaliacdo de cartilagem e outras
estruturas de tecido mole (Burk & Feeney, 2003). Apesar disso, e de ser excelente para diagnosticar
lesGes vasculares, a ressonancia magnética € um exame demorado e com alto custo ndo sendo

priorizado na rotina clinica se ndo tiver indicacao exclusiva (Manso, 1995).
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3. JUSTIFICATIVA

A nanotecnologia tem se desenvolvido para diversas aplicacGes, dentre elas a biomedicina.
Dentre as estratégias nanotecnoldgicas, as nanoparticulas magnéticas possuem aplicabilidade para o
tratamento de diversas doencas. Varios estudos ja avaliaram os efeitos da administracdo de
nanoparticulas magnéticas em organismos vivos, porém sempre a curto/médio prazo. Pesquisas dos
efeitos de longo prazo sdo importantes, especialmente fazendo o acompanhamento do mesmo animal
experimental ao longo do tempo. O uso da ultrassonografia como método avaliador dos efeitos do
uso de nanoparticulas in vivo é extremamente novo e vantajoso pois € indolor, ndo invasivo, acessivel,
movel, e de mais baixo custo quando comparado com as outras op¢des de diagndstico por imagem
disponiveis no mercado. Além disso, a ultrassonografia permite acompanhar o0 mesmo individuo ao
longo do tempo, avaliando de forma mais fidedigna e acompanhando a evolucdo de possiveis
alteracdes causadas pelo tratamento. Assim o objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos a longo
prazo da administracdo endovenosa de um fluido magnético composto de nanoparticulas de
maghemita revestidas com DMSA por meio de analises hematoldgicas, ultrassonograficas e

histologicas.
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4. OBJETIVOS

4.1. Geral

Estudar os efeitos a longo prazo da administracdo endovenosa de um fluido magnético
composto de nanoparticulas de maghemita revestidas com DMSA por meio de analises

hematoldgicas, de imagem e histoldgicas.

4.2.  Especificos

o Andlise dos possiveis danos hepéticos e renais advindos da administracdo do FM-
DMSA no organismo, mediante exames hematologicos e de bioquimica de soro.

o Verificacdo da presenca de possiveis alteragdes morfologicas e fisioldgicas
provocadas pela administracdo do FM-DMSA no organismo dos animais experimentais, utilizando
analise de imagem

o Analise histopatologica de 6rgdos dos animais experimentais aos 10 meses pos-
administracdo do FM-DMSA.
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S. MATERIAL E METODOS

5.1.  Nanoparticulas utilizadas

O fluido magnético composto de nanoparticulas de Maghemita recobertas com DMSA (FM —
DMSA) foi produzida no Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia e caracterizado a partir
das seguintes analises: concentracdo de ferro, difratometria de raio-X, medidas do didametro
hidrodinamico e potencial zeta, microscopia eletrénica de transmissdo (MET) para mensurar o
didmetro e avaliar a frequéncia de distribuicdo de tamanho das nanoparticulas no FM-DMSA.

A amostra de FM - DMSA contendo nanoparticulas de maghemita (y-Fe>O3) foi estabilizada
com acido meso-2-3-dimercaptosuccinico (DMSA) em meio aquoso, contendo concentragdo de ferro
total de 14,7 mg/mL. A técnica de difracdo de raios X mostrou que a estrutura cristalina das
nanoparticulas é do tipo espinélio, sem a deteccdo de outra fase cristalina concomitante, com
predominio da forma oxidada (maghemita). Além disso, a partir do ajuste matematico do pico
principal de difracdo (311) e utilizando a formula de Scherrer, foi possivel determinar um didmetro
cristalino médio de 11,5 nm.

Foi feita a medida do espalhamento dinamico da luz no aparelho Zetasizer. O potencial zeta
de FM-DMSA foi de -39 mV. O didmetro hidrodinamico médio foi de 113,2 nm com Pdl de 0,256 e
0 pH da amostra foi de 6,48. A caracterizacdo por microscopia eletrénica de transmissdo, com a

medicdo de 200 nanoparticulas, que resultou no didametro médio de 23,03 + 4,22 nm.

5.2.  Animais e desenho experimental

O projeto foi aprovado pela Comisséo de ética no uso animal (CEUA) da Universidade de
Brasilia, em 13/04/2016 sob niumero 17607/2016.

Foram utilizados 15 ratos Wistar fémeas, mantidos no Biotério do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da UnB. Os animais foram mantidos durante todo o experimento em caixas de plastico
com grade superior em grupos de 4 animais, mantendo ciclo claro/escuro de 12 horas, racao e

maravalha comerciais e agua filtrada ad libitum. (Figura 2).
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Figura 2. Foto ilustrativa de exemplares de wistar aos 5 meses de vida organizados em grupos de 4 animais.

Foram formados 3 grupos com 5 animais cada que ao inicio do projeto tinham 5 semanas de

vida:

- Grupo controle (C): Animais receberam 100 pL de solucéo salina;

- Grupo T0,5: Animais receberam injecdo de FM-DMSA diluido em solucdo salina na dose
de 0,5 mg Fe/kg em um volume total de 100 uL;

- Grupo T5: Animais receberam injecdo do FM-DMSA diluido em solucdo salina na dose de
5 mg Fe/kg em um volume total de 100 pL.

Os grupos formados tiveram o FM-DMSA e a solucdo salina administrado através de cateter,
sob anestesia inalatoria com isofluorano, via veia caudal, e o dia da aplicagéo foi considerado o Dia
0 (DO0).

Foram realizadas observacdes de comportamento durante as primeiras horas apés a injecéo e
na primeira semana. Na primeira semana apos a injecdo do FM-DMSA os animais foram pesados a
cada 2 dias e apds 7 dias, as pesagens tornaram-se semanais e assim ocorreu até o final do
experimento.

Assim, com as administracbes do FM-DMSA, foi possivel o inicio da execucdo do projeto,
onde cada animal foi acompanhado ao longo de 10 meses por meio de analises hematoldgicas,

imaginoldgicas e histopatologicas, conforme a linha de tempo ilustrada na Figura 3:
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Figura 3. Representacdo do cronograma considerando DO o dia da administracdo do FM-DMSA.

5.3.  Analises Hematologicas

Inicialmente foi coletado sangue de todos os animais, antes da sua divisdo em grupos e da
administracao de qualquer solucdo, e este foi considerado o Dia 0 do experimento (DO, N=18). Em

seguida os animais foram distribuidos nos grupos (controle, T0,5 e T5) aleatoriamente.

Foram realizadas 12 coletas de sangue no decorrer do experimento, nos dias 0, 15, 30, 60, 90,
120, 150, 180, 210, 240, 270 e 300 pds-administracdo do FM-DMSA. O sangue foi coletado e
dividido em dois tubos Minicollect (Greiner Bio-One, AUST), um com anticoagulante EDTA para a
realizacdo de hemograma e outro com gel separador para analises bioquimicas. Para a obtencéo do
hemograma, as amostras foram imediatamente levadas ao analisador hematoldgico veterinario
Sysmex pocH-100iV Diff (Sysmex, Japdo) e os parametros analisados foram: nimero total de células
brancas (TCB), numero total de células vermelhas (TCV), hematocrito (HCT), hemoglobina (HGB),
volume globular médio (VGM), hemoglobina globular média (HGM), concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM), plaquetas (PLT), porcentagem de linfécitos (PL), monécitos (PM), valor
absoluto de linfécitos (VAL) e mondcitos (VAM). Os valores obtidos para as diversas analises nos
diferentes dias de cada grupo foram comparados com o DO (considerado o valor padrdo antes de

qualquer tratamento ou manipulagéo).

Para as analises bioquimicas, as amostras recém coletadas foram centrifugadas a 5000 rpm
por cinco minutos, congeladas a -20 °C e analisadas no equipamento ChemWell-T (LabTest, Brasil),
para 0s seguintes parametros: alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST),
creatinina, ureia e ferro sérico. Para a analise de tais parametros foram utilizados Kits Liquiform
(LabTet, Brasil). A partir dos 30 dias de experimento foi feita reposicéo de fluido (2 ml) a cada coleta

de sangue (1ml).
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5.4.  Analise Imaginologica

O diagnostico por imagem com o ultrassom e Doppler colorido foi realizado aos 4, 6, 7, 8, 9
e 10 meses apos o inicio do experimento, marcado pela injecdo do FM-DMSA. O equipamento
utilizado é o Z5 vet da Mindray (EUA), com probe microconvexa e multifrequencial de 5a 8 Mhz e
linear de 7,5 a 10 MHz. Foram realizadas analises da ecogenicidade de rins, baco, estdmago, figado,
bexiga e pulmdes e medidas de comprimento, largura, espessura e volume dos rins e comprimento e
largura do bago, assim como o indice de resistividade (IR) do fluxo sanguineo renal e esplénico,
obtidos a partir do Doppler colorido. As imagens de Doppler pulsado foram realizadas com no
minimo trés ondas consecutivas com aparéncia similar no tracado para cada regido avaliada, de

acordo com o descrito por Melo et al. (2006).

As alteracOes observadas nas analises ultrassonogréficas foram verificadas por andlises de
tomografia computadorizada (TC). Os exames de TC foram realizados ao completar 8 meses da
administracdo do FM-DMSA, a fim de corroborar as alteracdes encontradas na ultrassonografia.
Essas imagens foram realizadas em duas etapas com o uso do equipamento Toshiba Asteion VP
(Amber Diagnostic- EUA), no qual os parametros utilizados foram: 150 kV e 100 mA com resolucgao
de espessura de corte de 2mmx 2 Pitch. Para a obtencdo das imagens foram captadas imagens sem
contraste e em seguida com contraste endovenoso (via veia caudal) iohexol (Omnipaque- Artmed,
Brasil). A reconstrucdo das imagens foi realizada com o software Osirix-MD (EUA). Foram avaliadas

alteracdes de contorno e realce dos mesmos 6rgdos avaliados na ultrassonografia.

5.5.  Analises Histopatologicas

Os animais foram eutanasiados com superdose de anestésicos (ketamina e xilazina) via
peritoneal aos 10 meses apos o inicio do experimento. Os 6rgéos (figado, baco, rins, pulmdes, coracao
e artéria aorta) foram lavados com solucdo salina e fixados com formalina tamponada (10%) durante
48 horas. Apo6s esse periodo, os 6rgdos foram transferidos individualmente para solucéo de alcool
70% e foram realizados procedimentos de desidratacdo em solucdes crescentes de alcool (80%, 90%
e 100%), diafanizacdo em xilol, infiltracdo e inclusdo em parafina (Paraplast, Sigma). De cada 6rgéo
foram realizados 5 cortes da regido central do 6rgdo na espessura de 5um que foram montados em
laminas e corados com hematoxilina e eosina (HE). As laminas foram avaliadas em microscépio de
luz (Leica DM1000, Leica, Wetzlar, Germany) e fotografadas com camera digital (Leica DFC280,
Leica, Wetzlar, Germany) acopladas ao software Leica Application SuitZe (versdo 2.7.0 R1
Copyright 2003-2007, Leica Microssystems, Switzerland).
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5.6. Andlise Estatistica
Os dados de comprimento, largura e volume renal, comprimento e largura de baco, e indice

de resistividade renais e esplénicos foram comparados entre os grupos por ANOVA e teste de Tukey
e considerados significantes quando P<0,05(software SPSS 22.0 - IBM® Statistics).
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6. RESULTADOS

Nenhum dos animais apresentou alteracdo comportamental durante as primeiras horas e a
primeira semana apds a inje¢do do FM-DMSA. No periodo de 300 dias (10 meses) do experimento
foi observado ganho de peso dos animais, com periodos de estabilizacdo e sem queda significativa

apos a injecdo, conforme observado na Figura 3.

300
280
260
240
220
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160
140
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@ ] ] 2 AN D
Q o 9 9 gF ¥

Figura 3. Peso (médias por grupo) dos animais no decorrer do experimento.

Os resultados das analises de hemograma de cada animal individualmente podem ser
observados nos apéndices A a O. Os valores minimos e maximos para cada parametro avaliado antes
do inicio do tratamento (DO) sdo mostrados na Tabela 1, e foram utilizados como padréo fisiolégico
dos animais, com os quais os resultados obtidos ao longo do estudo foram comparados.

As médias dos valores hematologicos obtidos ao longo do estudo sdo apresentados nas
Tabelas 2 a 4, respectivamente para os grupos Controle, T0,5 e T5. Apesar de algumas alteracfes
pontuais terem sido observadas, de modo geral ndo foi possivel identificar quaisquer alteracdes
hematolGgicas que possam ser relacionadas a administracdo de FM-DMSA, nem na dose de 0,5 mg
Fe/kg nem na de 5 mg Fe/kg. Como cada parametro sanguineo normalmente possui um intervalo de
referéncia para ser considerado padrdo, é importante ressaltar que diferencas pontuais nem sempre
possuem significado biologico. Assim, foi decidido proceder a analise individual dos parametros de
cada animal, comparando-o0s com os dados considerados padrdo (DO do experimento).
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Tabela 1. Valores hematoldgicos minimo e maximo das fémeas de ratos Wistar utilizadas no experimento antes de qualquer tratamento (D0) considerados como padrao
(N=18).

TCB TCV HGB HCT (%) VGM HGM CHCM PLT PL PM VAL VAM
(x10%ul)  (x20%/ul) (g/di) (fD (x10%/ul) (g/dl) (x10%/l) (%) (%) (x10%/ul)  (x20%/ul)
3,9-120 6,1-10,8 12,4-235 33,1-60,1 53,6-59,7 20,2-225 36,0-39,1 129,0-1123,0 60,4-82,5 17,5-39,6 2,4-8,4 0,8-3,6
TCB: numero total de células brancas, TCV: nimero total de células vermelhas, HCT: hematocrito, HGB: hemoglobina, VGM: volume globular médio, HGM: hemoglobina globular

média, CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média, PLT: plaquetas, PL: porcentagem de linfocitos, PM: monécitos, VAL valor absoluto de linfécitos, VAM: valor absoluto
de mondcitos.

Padrao
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Tabela 2. Valores hematoldgicos do grupo controle com médias (+ desvio padrao) e variacdo ao longo do experimento.

Parametros DO D15 D30 D60 D90 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300

TCB(x10%l) 730 8921  107+l6  809+13 8,3:0,4 5,7+0,6 46412  51:08  61#l5  55:1,0  56%05 3,2+0,5
H 47-120) (62-122) (8,2-12,7)  (7,7-107)  (8,0-8,8) (4,8-6,6) (33-66)  (3.6-55)  (4886)  (44-69)  (49-61) (2,4-8,6)

TCV(x10/pl) 6,7¢05  108£15 78203 8,1£0,2 8,4%0,3 7,840,2 8,6+1,1 8,7+1,2 8,6+0,7 8,540,5 9,5+1,1 9,241,3
H (6,2-74) (102-118) (7,3-81)  (7.7583)  (8,1-8,8) (74-80)  (75-104)  (89-9,7) (7995  (78-92)  (81-10,8) (7,8-10,9)
HGB(g/dI) 141£12 222433  157+0,7  16,0+0,5 16,740,5 15,4405 16,6424  17,0:23  169+18  170+11 18621 18,0+2,7
g (125-155) (20,8-24,7) (146-167) (155-166)  (16,0-172)  (160-147)  (141-206) (13,0-186) (150-19,6) (156-184) (162-208)  (153-218)
HCT (%) 372¢35 60,2488  441%17 43908 44,6+1,9 40,8+1,8 453%59  454+61 45145  449+22  50,4%58 49,5+7,6
(33,1-430) (43,6-66,5) (41,9-458) (430-448) (42,1-466) (384-430) (39,7-553) (34,7-50,3) (40,9-51,6) (42,7-485) (43.2-56,9)  (41,4-60,0)

VGM(fl) 554+1,5 559407  56,1+#06 54,112 53,1407 52,3+0,8 52,8405  52,1%0,7 52,41 52,713  53,1%05 53,940,8
(53,6-580) (54,9-56,6) (552-57,1) (525-56,0)  (51,9-536)  (516-535) (522-533) (51,5-534) (51,5-54,1) (51,3-54,7) (52,5-535)  (53,4-553)

Mooyl 21004 206:02 200403 198403 19,9+0,3 19,8+0,1 19,305  19,6:0,6 19,6206  199:03 19,605 19,6+0,3
) (203-214) (204-209) (19.8-205) (19,5-20,0)  (19,6-20,3)  (19,7-19,9)  (18,8-19,8) (19,0-205) (18,9-205) (19,5-20,3)  (18,9-201)  (19,4-20,1)
CHEM(g/d) 37,810 37,0605 357406  36,6+1,0 37,4%0,6 37,8+0,5 36,6+0,7 37506  37,5:07  37,6¢1,0  36,9+0,6 36,4%0,5
g (36,0-387) (364-37,9) (348-365) (357-382)  (36,7-380) (37,2-383)  (355373) (369-384) (36,7-384) (364-385) (36,0-375)  (358-37,0)
PLT(L9l) 0993178 4461902 8453:601 787882112 75L6+1806 6934:2005 4644:2715 49582326 799.2+1645 8386883 6126+1509  660,6+1511
H (129-1002)  (299-817)  (762-948)  (433-977)  (454-937)  (323-826)  (184-832)  (148-742)  (618-1055)  (718-934)  (352-791) (437-813)

oL (%) 76,361  70,1#39  741#38 76,0821 70,4425 66,5+7,4 704454  68,8+19 63,185 652429  650+21 61,3455
(67,8-80,8) (64,4-749) (68,5-797) (730-786)  (663-730) (538732  (663-757) (664-717) (48,9-70,7) (613-67.9)  (61,6-67)  (53,6-67,4)

oM (%) 237461  29,9+3,9  2509+38 24,0£2,1 206+25 33574 296454  312+¢19  369:85  348+29  350+21 38,7455
° (175-322) (251-331) (20,3-27.8) (214-27)  (27-337)  (26,8-462) (24,3-36,7) (283-336) (29,3-51,7) (32,1-38,7) (33,0-384)  (32,6-46,4)

VAL (x10¥pl) 5321  63+l7 8013 6,8+1,1 5,9 +0,2 3,840,7 3,240, 3,540,6 38410  3,6%05 3,6£03 1,9:0,3
l‘l (313'814) (414'911) (516'913) (519'813) (517'611) (311'418) (214'418) (215'319) (310'513) (219'4!2) (313-410) (1!5-2!2)

VAM(XL0%/ul) 1,7£1,0 ~ 27+06 2806 2,10,3 2,5 40,3 1,9+0,4 1,440,4 1,6£0,3 2,30,8 1,940,5 2+0,2 1,3+0,3
“ (0!8'3!6) (1!8'3!6) (210'314) (118'214) (212'310) (116'216) (019'118) (111'118) (116'313) (115'217) (116-212) (019-117)

Grupo controle recebeu 100pl de solugdo salina. TCB: nimero total de células brancas, TCV: nimero total de células vermelhas, HCT: hematocrito, HGB: hemoglobina, VGM: volume globular médio,
HGM: hemoglobina globular média, CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média, PLT: plaquetas, PL: porcentagem de linfdcitos, PM: mondcitos, VAL: valor absoluto de linfécitos, VAM:
valor absoluto de mondcitos.
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Tabela 3. Valores hematoldgicos do grupo T-0,5 com médias e desvio padrdo ao longo do experimento.

Parametros DO D15 D30 D60 D90 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300
TCB (x10%p) 62+25  89+20 10322  93+18 7,017  52+21 52412  49+02  54+11  61:02  4,9+16 25410
H (39-10,6) (6,1-11,7)  (81-135) (68111 (4894) (34-83)  (417) (407,00  (41-64) (5963) (3269 (1839
Toveaosyyy D07 8218 83104 85107 82404 77+04 805  BO¥L3  76#13 79106 9204 8,5+0,7
H 6,1-7.8)  (59-103) (7,887 (8,194  (7,6-87)  (7,284)  (7.486) (75-108) (53-84)  (7,384)  (8896)  (7,7-9,3)
HGB (g/dl) 15114 17537 17,2411 17,415  16,7+0,8  157+0,8 163+l  17,7+2,7 153+13 16109 18403  17.1L2
g (12,4-16,6) (12,4-223) (16,9-181)  (16-184) (158-17,6) (144-16,7) (152-17.6) (152-215) (11,1-168) (15-169) (18188  (16.0-186)
HCT (%) 39,0436 46,8207  46,9+2,4 46737 447423  42¢19  435+24  475:68  40,9+69 42432  494+16  47,1+39
. (33,1-43,8) (33,9-505)  (43,3-49)  (434-493) (42,3-448) (39,2-444) (40,8-463) (41-56,5) (28,6-44,8) (38-47.4) (47,8515) (43,1-51,4)
VGM (i) 56,4 +2 57+1,3 56,8£1,1 54,8407  545:08  544+1  540+0,8  537+l,1  53,7+04  543+15 547+12 553207

(53,9-59,7) (55,3-58,7)  (56-58) (54-55,8)  (53,6-55,6) (53,1-54,7) (53,3-554) (52,6-54,7) (53,1-54,1) (52,2-55,4) (53,6-55,9)  (54,4-56,1)

21,4 +0,7 20+3,5 20,8+0,6 20,4+0,3 20,4+0,4 20,3+0,4 20,3+0,4 20+0,2 20,2+0,4 20,3+0,2 20,3+0,5 20,1+0,5

HGM (x10%/u1) (20,2-225) (12,2-22,6) (19,7-21,2) (20,1-20,7)  (20-21) (20-21)  (19,8-20,7) (19,6-20,3) (19,8-20,8) (20,1-20,6) (19,6-20,8)  (19,7-20,8)

37,9 0,7 37,4+0,8 35,6+0,7 37,2+0,3 37,5+0,6 37,3+0,5 37,5+0,4 37,2+0,5 37,6x0,7 37,4+0,9 37,2+0,5 36,4+0,6

CHCM(9/d)  (37538%6) (36,3-38,6) (363-37.2) (36.937.6) (367-384) (36,7-37.9) (37,1-380) (36.7-381) (36,9-38,8) (36.4-385) (365-37,7) (35.7-37,1)

PLT (oY) J20FAL4 4631325 BO7:215  636:248  505:150 5513376 B11:86 421270 622307 5501468 6113242 579:8
W (140-1123)  (73-858)  (651-1167) (211-822) (377-765)  (41-920)  (723-905) (123-744) (116-992) (19-1065) (261-776)  (455-646)

oL (%) 749467  72,5¢6,1 737437 72724 704+l  658+45  657+48  660+4,6  67,0t63  680+85  610:71  50,3:63
(60,4-79.7) (651-79.5) (67.5-76,7) (69,1-747) (69,3-718)  (61-71)  (58-70,2) (58,7-69,6) (60,7-767) (56,2-76,4) (50,8-663) (53,0-66,7)

oM (%) 251467 27,5461  263%37 27324  206+10  342+45  343+48  34+45  32,1+63 32,1485  39,0:7,1 40,7463
° (20.3-306) (238-34,9) (233-325) (249-282) (282307) (29-37,7)  (29.8-42) (304-413) (23,3-393) (236-438) (337-492) (33,3-47,0)

VAL (x10%l) Lo e 7,6+15 68+14  50+1,1  34#14  35:10  33%09  37:07  37#11  3,0+12 1,540,7

H 24-82) (492 (64-99)  (47-83) (3465  (2152) (2448  (2348) (2743) (2448 (1645  (1,0-2,6)

VAM (xi0¥l) ~ °%06 - 24206 2,7+0,8 2504  21+06 1808  17+03  17+04  18#05  17+07 19405 1,040,3

W (0,9-24)  (1634) (2036 (2028  (L429) (1231 (1422 (1222  (1-24) (126)  (1324)  (0,7-13)

Grupo TO0,5 recebeu injecdo de 0,5 mg Fe/kg de FM-DMSA. TCB: nimero total de células brancas, TCV: nimero total de células vermelhas, HCT: hematdcrito, HGB: hemoglobina, VGM:
volume globular médio, HGM: hemoglobina globular média, CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média, PLT: plaquetas, PL: porcentagem de linfécitos, PM: mondcitos, VAL:

valor absoluto de linfécitos, VAM: valor absoluto de monécitos.
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Tabela 4. Valores hematolégicos do grupo T -5 com médias e desvio padrdo ao longo do experimento.

Parametros DO D15 D30 D60 D90 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300
TCBeoy — BA%L4 7908 105:44 63120 64527  53:13  4lxl4  37+12  43:10 4519 42:10 25302
WD 4583 (6887 (52155 (4790) (2387 (4575 (2356 (2958  (3561) (297.6) (3359  (L841)
Tovpaosyy L0007 85#12 8912 - 82603  75:l7 83107 79405 83104 88106 80106 7905  78:03
MWD (93108 (6793 (7.5106) (7985 (4685  (1.996) (782 (7888 (8297) (785 (1385  (7,7-109)
HGB(g/d) 21,6415 183%25 185823  166+03  152#35 16611 159412 16,6407  17,8¢1,5 16316 158410 156208
9 (19,9-235) (14,2-20,4) (159-215) (162-169) (9-17,4) (159-185) (139-167) (162173) (166-20) (138-179) (144-166) (153-218)
HCT (56) 559434  483%62 50660 458410 41,2489  452¢33 430428  445%20 47,7439  427+4 427429 42,9820
° (51,5-60,1) (38.4-53,1) (444-588) (445-461) (254-463) (432-51,1) (388-453) (41,6-466) (44,2-53,4) (364-467) (39,1-451) (41,1-60,0)
VoM 5611 56509 57,0413 55709  546+09 543206  543+1,1  535+10 539407  53,6:1,1 54314  49,1%01
(54,8575) (553-57,1) (555-587) (544-563) (53,7-558) (53,3-547) (525-547) (52,2-548) (53,3-55,1) (522-552) (52,9-564) (53,4-57,0)

oMoy 2LGH08 213305 208:04 201304 201304  19.0:04 201303 20004 201104 204206 201307 17,001
WD (212-220) (20821,9) (203-21,3) (198-206) (195-207) (19,3-20,3) (19.8-205) (195-205) (19,6-206) (19,821,2 (193-21,1) (19,4-20,8)
CHCM(ggy ~ B704 378306  365:05 362103 368108  367:04 36906  §74:02 374104 3103 104 32401
9 (38,1-39,1) (37.0-38,4) (358-37) (359-366) (354-37.6) (362-37,2) (362-37.6) (37,1-374) (36,8-37,8) (37,3-384) (36,6-37.6) (35,7-37.1)
PLTlovly  73SL  SSL:lO5 608280 6251332 5621362  6S5+328 504337  5B6:362 748130 702285 5408310 5649:37
WD (628-714) (208-702) (130-871)  (76-849)  (128-903)  (94-884)  (204-928)  (27-877)  (581-916) (229-942) (200-892)  (337-813)

oL (%) 71,3426  650%82 715:118 681460 67,427 6468 591466  64,3%52  592#4,1 62449 597479  53,6:0,6
° (685-750) (53.2-71,2) (591-908) (59,8-765) (652-71,6) (56,3-74,8) (505-663) (56,9-69,7) (56,5-66,3) (56.8-69,1) (48,5-68) (51,3-68,7)
oM (56) 287426  349%82 285:118 319460  32,6:27  360:68 409466 357452 408441 37,6849 403479 36,607
° (25-315) (285-468) (92-409) (235-40,2) (284-348) (252-437) (33,7-495) (30,3-43,1) (337-435) (30,9-432) (32,0-515) (31,1-48,7)
VALGaoYuy ABEL  52ll 72523 4drl7  43+18 35412 24408 24109 25106  29+13 25100  15%02
WD (3a60) (3962 (471000 (32-63) (1557 (2556) (1536)  (18-39) (2034) (1649 (1840  (10-28)
VAMGaoy  LBE05 27304 33:21  20:05  21:09  19:02 L7607  13:04 18105  L7:06  16:03  10:00
W (1123 (2534 (0555 (1527  (083) (172 (0828 (0919 (1427 (1327 (122  (07-L7)

Grupo T5 recebeu injecdo de 0,5 mg Fe/kg de FM-DMSA. TCB: nimero total de células brancas, TCV: nimero total de células vermelhas, HCT: hematécrito, HGB: hemoglobina,
VGM: volume globular médio, HGM: hemoglobina globular média, CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média, PLT: plaquetas, PL: porcentagem de linfocitos, PM:
monocitos, VAL: valor absoluto de linfécitos, VAM: valor absoluto de mondcitos.
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Nos apéndices de P a AD podem ser observados os resultados dos bioquimicos de
cada animal experimental ao longo de 10 meses de experimento. As médias destes valores
encontram-se nas tabelas 6 a 8, respectivamente para os grupos Controle, T0,5 e T5.
Todos os dados bioguimicos foram comparados com o DO (Tabela 5). Foi observado que
os valores meédios para ureia e ALT estavam elevados (em relacéo ao DO) entre 0 D15 e
0 D90, e a partir desta data os valores apresentam-se normais, tanto nos grupos tratados
como no grupo controle. Analisando os exames de cada animal individualmente, 0 mesmo
padrdo de resultado foi observado. No que se refere ao bioquimico ferro sérico (Fe) foi
possivel observar que as taxas mantiveram-se dentro de um limite relativamente pequeno

de variagéo, de modo geral nos grupos controle, T0,5 e T5.

Tabela 5. Valores minimo e maximo para dosagens bioquimicas de soro das
fémeas de ratos Wistar utilizadas no experimento antes de qualquer
tratamento (D0) considerados como padréo (N=18).

Parimetro Creatinina Ureia ALT AST Ferro
(mg/dL) (mg/dL) (U/L) (U/L) (ng/dL)
0,5-1 48-95 28-90 127-333 184-556

ALT: alanina aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase.
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Tabela 6. Valores das dosagens bioquimicas de soro do grupo controle com médias e desvio padrdo ao longo do experimento.

Parametros DO D15 D30 D60 D90 D120 D150 D180 D210 D240 D 270 300
CreatininaK  0,6£0,1 0,740,1 0,9+0,3 1,106 0,90,1 0,5+0,1 0,7+0,4 0,5+0,1 0,740,1 0,7+0,1 0,8+0,3 0,240,2
(mg/dL) (0,5-0,68) (0,62-0,94) (0,76-1,44)  (0,77-2,12)  (0,79-0,93) (0,4-0,66)  (0,5-15)  (0,48-0,61)  (0,71-0,85)  (0,65-0,8)  (0,57-1,1)  (0,01-0,75)
Uréia 67,3t17,3  80,8£9,8  94.749,1 80,848 806 56,4+10,9  38,6:13,2 51,6+6,5 45,6+4,8 44,5+3,0 39,8+4,1 39,8+10,1
(mg/dL) (95-51) (69-94)  (78-103) (73-89) (74-89) (39-69) (21-58) (47-63) (38-50) (42-48) (33-44) (23-50)
ALT 5924191 8324  90,8+18,7 85+50,6 8924320 46,4%255  448+149 5324239 362147 5104282  51,24235  42,8+228
(UIL) (42-90)  (53-126)  (68-117) (46-173) (35-125)  (19-80) (21-60) (14-71) (18-56) (18 - 89) (29-89) (10-71)
AST 204,74645 218551 263,3t84,9 2334485 237+41,8  186%53,3 154,4+1339 1582+63,5  173,6+39,7  154,8+34,3  1458+447  192,2+50,3
(UIL) (164-333)  (170-288)  (173-379)  (153-364)  (166-272)  (130-243)  (84-393) (62-230) (112-217)  (127-210)  (92-195) (118-232)
Ferro 254.3t56 314269 394,6+438 12325+191,6 308,6:737 309,4+60,5  186%53,3  262,64260,3 295442961 286,8+294,2 368,8+388,9 296,6:+316,3
(ug/dL) (184-321)  (283-328)  (317-420)  (1097-1368)  (249-403)  (140-434)  (41-280) (191-306)  (250-354)  (250-375)  (288-434)  (288-434)

Grupo controle recebeu 100l de solucdo salina. ALT: alanina aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase.
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Tabela 7 - Valores das dosagens bioquimicas de soro do grupo T-0,5 com médias e desvio padrdo ao longo do experimento.

Parametros DO D15 D30 D60 D90 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300
Creatinina K 0,740,1 0,720 07401  0,8%0,1 0,70, 0,420,2 0,620,1 0,740,1 0,840,1 0,80,2 0,90,1 0,520,1
(mg/dL) (0,54-0,92)  (0,63-0,75) (0,47-0,8) (0,77-0,89) (0,36-0,92)  (0-0,56)  (0,49-0,69) (0,61-0,8) (0,74-0,99) (0,53-1,04)  (0,77-0,94)  (0,37-0,58)
Uréia 66,3:108  76,1%72  66+30,3  80,4+4,3 7362154  522+137  46:0,64 57,6243 52436 52,848,8 41535  42,0£12,0
(mg/dL) (51-80) (66-84) (15-87) (75-86) (53-85) (36-70) (39-54) (53-63) (48-55) (39-61) (38-45) (28-57)
ALT 49,9+195  79,6+16,5 78,8+351 74476  89,6+343  70,8+36,6 51,448 58,6210 59,7429  602+116  63,0£223  52,5+14,6
(UIL) (28-72) (65-112)  (51-125)  (66-84)  (58-136)  (51-136) (40-61) (44-69) (63-58) (43-71) (43-95) (35-65)
AST 192,3+57,8  147,2+16,8 238+107,7 146,4+713 146,8+54,6 201,2+140,8 1134£329 1642439 1751285 213,4+1110 139,0£254  201,3+522
(UL) (127-290)  (124-174) (136-336)  (51-251)  (105-227)  (106-445)  (75-156)  (128-226)  (47-304)  (122-374)  (113-165)  (133-260)
Ferro 320,3+123,8 349,339,7 319,5:268 347+30,1 31824372 23644409  277+43,9 280,4+39,9 3197158 240,2+499 402,0+246,0 343,5:103,0
(ug/dL) (222-556)  (294-396)  (130-509)  (317-396)  (273-372)  (167-273)  (239-348)  (223-333)  (306-337)  (163-295)  (181-667)  (235-474)

Grupo T0,5 recebeu injecéo de 0,5 mg Fe/kg de FM-DMSA. ALT: alanina aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase.
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Tabela 08 — Valores das dosagens bioquimicas de soro do grupo T-5 com médias e desvio padrdo ao longo do experimento.

Parametros DO D15 D30 D60 D90 D120 D150 D180 D210 D240 D270
Creatinina K 0,8+0,1 0,740,1 0,8+0,1 0,840 0,9+0,2 0,5+0 0,4+0,4 0,6+0,1 0,840,2 0,8+0,1 0,9+0,1

(mg/dL) (0,62-1)  (0,59-0,78) (0,66-0,93) (0,76-0,89) (0,74-1,17) (0,46-0,58)  (0-0,82)  (0,54-0,66) (1,58-1,3) (0,68-0,87) (0,71-1,03)

Uréia 82,2488  764+12,3 102,8+7,9 79,851 83,8459 71+48  52,8+133 53,8443  504+4,7 47664 46,4457

(mg/dL) (70-94) (63-92)  (93-107) (74-85) (77-90) (65-78) (36-68) (49-60) (43-56) (44-59) (38-54)

ALT 54,2151  76,6£17,9 69,8+30,7 653145 884174 672+115 42,8#165  556+75  51,6213,1 60,4+145 63,0+21,0

(UIL) (37-73) (62-107)  (26-91) (53-86) (68-108)  (56-85) (20-63) (49-66) (40-73) (53-80) (42-98)

AST 188,5¢600,1 142,8+29,7 3055+48,8 206,8+114,9 206,8+43,6 197,4+64,4 137,6+52,3 1763548  121#38,4 129,8+40,7 151,8+60,5

(UIL) (144-277)  (109-178)  (271-340)  (137-378)  (162-266)  (119-271)  (78-212)  (116-266)  (85-174)  (101-201)  (94-249

Ferro 3105495  479,3t97,6 40338,2 3455+422 328,8+30,9 254,6+148 260+48,6 271,4+386 298,6+362 34864855 376,6+87,4 303,8+139,0
(ug/dL) (225-423)  (376-570)  (376-430)  (294-386)  (292-365)  (239-270)  (201-331)  (212-310)  (254-347)  (243-465)  (299-507)

Grupo T5 recebeu injecdo de 5 mg Fe/kg de FM-DMSA. ALT: alanina aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase.
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A partir das avaliacGes ultrassonogréaficas foi possivel observar que todos 0s
animais em todos os grupos nos meses avaliados apresentaram ecogenicidade e topografia
normais no baco (Figura 6), figado (Figura 7), bexiga (Figura 8), estbmago (Figura 9) e
pulmdes (Figura 10).

Os rins (Figura 11) de todos os animais de todos 0s grupos apresentaram
ecogenicidade e topografia normal. Porém, foram visualizadas, em animais tratados,
alteracOes renais compativeis com dilatacdo da pelve renal (hidronefrose — Figura 11B e
C). Aos 4 meses, apenas o animal do grupo T 0,5 o animal 3 apresentou essa alteracao
que se repetiu aos 6, 7 e 9 meses. Aos 6 meses, 0 animal 1 deste mesmo grupo apresentou
tal alteracéo, que foi vista novamente aos 9 meses no mesmo animal. Ainda no grupo T
0,5, os animais 4 e 5 apresentaram hidronefrose aos 7, 8 e 10 meses. Quanto ao grupo T5,
todos os animais, em algum momento do experimento, apresentaram hidronefrose. A
alteracdo foi mais consistente aos 10 meses quando quatro dos cinco animais
apresentaram hidronefrose. As demais alteracdes foram observadas de forma isolada,
sendo assim: T5—1 aos 7 meses, T5-2 e 3 aos 10 meses, T5-4 aos 8 e 10 meses. O animal
5 foi 0 que apresentou mais vezes: aos 8, 9 e 10 meses. No grupo controle, apenas um
animal (1) apresentou hidronefrose no 8° més, achado que ndo foi mais observado nos
meses subsequentes. Um resumo das observacfes de hidronefrose nos animais
experimentais € mostrado no Quadro 1. As andlises estatisticas ndo correlacionaram o

aumento de volume renal com a presenca de hidronefrose aqui descrita.

28



Figura 6. Imagens representativas de avaliacdes ultrassonogréficas de bago dentro dos padrdes de normalidade de ecogenicidade, tamanho e topografia, independente do
tratamento (A a C) e analise da ferramenta Doppler no hilo esplénico (artéria esplénica) para célculo do indice de resistividade (D a F). A. Grupo Controle (animal 5 aos 6
meses). B. Grupo T0,5 (animal 2 aos 7 meses). C. Grupo T5 (animal 1 aos 5 meses. D. Grupo Controle (animal 4 aos 10 meses) E. Grupo T0,5 (animal 2 aos 9 meses). F.
Grupo T5 (animal 2 aos 10 meses).
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Figura 7. Imagens representativas de avaliacBes ultrassonogréficas de figado dentro dos padrfes de normalidade de ecogenicidade, tamanho e topografia, independente do
tratamento (A a C). A. Grupo Controle (animal 3 aos 7 meses) B. Grupo T 0,5 (animal 2 aos 5 meses) C. Grupo T 5 (animal 2 aos 5 meses).

Figura 8. Imagens representativas de avaliacdes ultrassonograficas de bexiga dentro dos padrdes de normalidade de ecogenicidade, tamanho e topografia, independente do
tratamento (A a C). A. Grupo Controle (animal 4 aos 5 meses) B. Grupo T 0,5 (animal 3 aos 7 meses) C. Grupo T 5 (animal 5 aos 9 meses).
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Figura 9. Imagens representativas de avaliacfes ultrassonogréaficas de estdbmago dentro dos padrdes de normalidade de ecogenicidade, tamanho e topografia, independente
do tratamento (A a C). A. Grupo Controle (animal 1 aos 5 meses) B. Grupo T 0,5 (animal 4 aos 10 meses) C. Grupo T 5 (animal 4 aos 9 meses).

Figura 10. Imagens representativas de avaliagOes ultrassonograficas de pulmao (direito ou esquerdo) dentro dos padrfes de normalidade de ecogenicidade, tamanho e
topografia, independente do tratamento (A a C). A. Grupo Controle (animal 2 aos 7 meses, pulméo direito) B. Grupo T 0,5 (animal 1 aos 10 meses, pulmdo esquerdo) C.
Grupo T 5 (animal 3 aos 10 meses, pulméo direito).
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Figura 11. Imagens representativas de avalia¢des ultrassonograficas de rim dentro dos padrfes de normalidade de ecogenicidade e topografia, independente do tratamento
(A a C) e andlise da ferramenta Doppler de vasos interlobares (artéria interlobar renal) para calculo do indice de resistividade (D a F). A. Rim direito sem alteragdes,
destacando arquitetura renal preservada (regido cortical e medular), grupo controle (animal 1 aos 5 meses). B. Rim direito com alterag&o significativa de dilatacdo de pelve
renal (cruzes marcadas). Grupo T0,5 (animal 3 aos 6 meses). C. Rim direito com alteracdo significativa de dilatagdo de pelve renal (cruzes marcadas). Grupo T5 (animal 1
aos 8 meses). D. Ultrassonografia com Doppler do rim esquerdo sem alteracGes. Mapa de vasculariza¢do. Grupo Controle (animal 5 aos 10 meses) E. Ultrassonografia com
Doppler do rim esquerdo com dilatacdo de pelve renal e sem alteragdes no indice de resistividade. Mapa de vascularizagdo. Grupo T0,5 (animal 4 aos 9 meses). F.
Ultrassonografia com Doppler do rim direito com dilatacdo de pelve renal e diminuigdo do indice de resistividade. Mapa de vascularizagdo. Grupo T5 (animal 1 aos 8 meses).
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Quadro 1. Resumo das observac6es de hidronefrose nos animais experimentais ao longo do experimento

D 120 D180 D 210 D 240 D 270 D 300
Controle 1
TO0,5 3 le3 34e5 4e5 le3 4eb
T5 1 4e5 5 1,2,3e5

Grupo controle recebeu 100ul de solucéo salina, Grupo T0,5 recebeu injecdo de 0,5 mg Fe/kg de FM-
DMSA e Grupo T5 recebeu inje¢do de 5 mg Fe/kg de FM-DMSA.

Na anélise da tomografia computadorizada, ndo foi possivel observar alteracdes

na pelve renal e nenhum outro tipo de alteracdo pode ser visualizada.

Na Tabela 9 estdo apresentadas as medidas de avaliagdes ultrassonograficas com

médias e desvio padrdo de volume e indice de resistividade (IR) dos rins, e comprimento,

largura e indice de resistividade do baco. Em geral, ndo houve variacdo nos dados ao

longo do tempo e nem entre os grupos. Apenas 0 volume do rim esquerdo no Grupo T5

apresentou aumento significativo (P<0,05) aos 10 meses em relacdo aos 4 e 6 meses. E o

comprimento do bago apresentou aumento significativo (P<0,05) aos 8 e 9 meses em

relagdo ao més 4.
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Tabela 9. Médias (xDP) das medidas de comprimento, largura e indice de resistividade (IR) dos rins e do bago e de volume dos rins obtidas a partir da ultrassonografia
associada ao Doppler.

Rim Esquerdo Rim Direito Baco
N Volume Volume Comprimento Largura
GRUPO MES IR IR IR
(cm3) (cm3) (cm) (cm)
4 0,50+0,07 0,41+0,01 0,75+0,34 0,41+0,02 1,08+0,10 0,46+0,09 0,37+0,08
6 0,49+0,18 0,41+0,02 0,5740,12 0,41+0,03 1,23+0,29 0,48+0,03 0,35+0,04
7 0,59+0,16 0,39+0,02 0,60+0,17 0,39+0,18 1.40+0.21 0,50+0,04 0,31+0,02
CONTROLE ’ ’
8 0,63+0,11 0,39+0,01 0,65+0,13 0,39+0,02 1,74+0,39 0,55+0,09 0,29+0,02
9 0,55+0,13 0,42+0,07 0,74+0,25 0,41+0,04 1,38+0,21 0,51+0,06 0,31+0,04
10 0,76+0,18 0,4+0,06 0,65+0,14 0,42+0,03 1,27+0,25 0,47+0,06 0,32+0,04
4 0,62+0,1 0,40+0,05 0,68+0,08 0,41+0,05 1,34+0,60 0,48+0,07 0,34+0,02
6 0,5740,14 0,3740,04 0,70+0,04 0,36+0,05 1,23+0,12 0,45+0,03 0,29+0,06
7 0,76+0,26 0,38+0,07 0,65+0,16 0,37+0,05 1,33+0,28 0,54+0,08 0,33+0,04
705 8 0,63+0,67 0,37+0,04 0,63+0,07 0,37+0,05 1,65+0,40 0,52+0,07 0,27+0,03
9 0,81+0,51 0,41+0,04 0,75+0,12 0,41+0,06 1,35+0,28 0,56+0,04 0,31+0,04
10 0,94+0,22 0,40+0,02 0,97+0,15 0,37+0,02 1,38+0,04 0,57+0,06 0,31+0,01
4 0,610,244 0,41+0,04 0,58+0,10 0,40+0,05 0,950,044 0,52+0,05 0,38+0,06
6 0,550,104 0,39+0,02 0,57+0,09 0,43+0,06 1,25+0,06 0,57+0,05 0,33+0,04
7 0,66+0,14 0,39+0,02 0,57+0,09 0,39+0,01 1,43+0,29 0,52+0,09 0,30+0,03
T 8 0,78+0,19 0,38+0,05 0,62+0,07 0,37+0,04 1,87+0,438 0,54+0,10 0,32+0,05
9 0,65+0,13 0,39+0,03 0,63+0,07 0,41+0,03 1,68+0,438 0,55+0,14 0,32+0,03
10 0,98+0,178 0,40+0,04 0,84+0,07 0,40+0,06 1,37+0,36 0,46+0,05 0,34+0,04

A,B — Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P<0,05).



As analises de histopatologia confirmaram as alteracdes de dilatacdo de pelve
renal apos a eutanasia, porém nenhum dano ao parénquima renal foi visualizado em
nenhum dos animais. (Figura 12)

Figura 12. Fotomicrografia. A. Parénquima em regido cortical renal sem alteracdo (animal do grupo T5).
B. Regido corticomedular e pélvica mostrando dilatacdo de pelve renal (espagco em branco com setas pretas,
animal do grupo T5).

Na andlise histopatolégica, todos os animais apresentaram figado, baco, tecido
cardiaco e artéria aorta com morfologia normal apés 10 meses da aplicacdo do FM-
DMSA (Figura 13). Nos pulmdes foi possivel observar alteragbes de espessamento de
septos interalveolares, que se apresentavam de maneira extensa nos animais do grupo T5
e parcial/focal nos animais do grupo T0,5, as quais foram observadas em todos os animais
de ambos os grupos. O grupo controle apresentou morfologia normal do tecido pulmonar
(Figura 14).
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Figura 13. Fotomicrografias. A. Figado sem alteracdo (animal do grupo T0,5). B. Baco sem alteracdo
(animal do grupo T5). C. Coragdo sem alteragdo (animal do grupo T0,5). D. Artéria aorta sem alteracéo
(animal do grupo T5).
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Figura 14. Fotomicrografias de tecido pulmonar. A. Pulmao de animal do grupo controle, sem alterac6es.
B. Pulméo com espessamento leve e focal dos septos interalveolares (animal do grupo T0,5). C. Pulméo

com extenso espessamento de septos interalveolares (animal do grupo T5). Barras: 400um.
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5. DISCUSSAO

Este trabalho é o primeiro a investigar os efeitos a longo prazo da administracdo
sistémica de nanoparticulas de maghemita funcionalizadas com DMSA, em relagdo a
toxicidade potencial e capacidade para induzir alteragdes sanguineas e de imagem em um

sistema vivo. O rato de laboratorio Wistar (Rattus norvegicus) utilizado como organismo

experimental € um modelo excelente para os estudos de toxicologia a longo prazo, pois
apresenta um ciclo de vida médio (3 anos), sua anatomia, fisiologia e genética sdo bem
conhecidas no meio cientifico, o que é primordial para a uniformizacdo dos resultados

dos testes.

No presente trabalho, optamos por analisar os dados hematoldgicos e bioquimicos
de cada animal individualmente, utilizando como critério de normalidade os dados dos
animais experimentais antes de qualquer tratamento (DO0). Foi constatado que dois dos
parametros bioquimicos analisados (ureia e ALT) estavam aumentados em varios
animais, especialmente nas coletas de sangue realizadas entre os dias 15 e 90 apos a
injecdo. Na literatura ha uma grande variacdo de limites de normalidade para pardmetros
bioquimicos descritos para ratos (Melo et al., 2012; Lima et al., 2014)%. Comparando 0s
dados de cada animal deste trabalho individualmente com o apresentado na literatura
(Melo et al., 2012), verifica-se que a maioria dos animais apresentavam todos o0s
parametros bioquimicos analisados (ureia, creatinina, ALT e AST) acima dos limites de
normalidade entre os dias 15 e 90 apds o inicio do experimento, independente do grupo.
O manual de boas praticas da USP (Universidade de Séo Paulo) preconiza que apenas 1%
do peso corporal pode ser coletado de ratos sem reposicdo de fluido e que o intervalo
entre coletas deve ser de no minimo duas semanas. E importante destacar aqui que durante
0 experimento as alteracbes de elevacdo dos parametros bioquimicos haviam sido
notadas, o que foi relacionado com a coleta repetitiva de sangue. Assim, iniciou-se um
procedimento de reposicdo de fluido, que consistia em administrar 2 ml de solucéo salina
subcutanea apds a coleta de sangue de cada animal. Este procedimento coincidiu com o

retorno dos parametros aos limites de normalidade a partir do D120.

Apods o0 D120 os valores se mostravam majoritariamente normais, apenas com

1 Em Melo et al. (2012) os valores de referéncia relatados s3o: creatina: 0,4 — 0,7; ureia: 30-57; ALT: 26-
60 e AST: 83- 154. Em Lima et al. (2014) os valores de referéncia relatados sdo: creatina: 0,28 — 1,10;
ureia: 24 - 49; ALT: 32 - 63 e AST: 51 —211.

37



alteracdes pontuais sem correlacdo com o tratamento. O significado de normalidade
referente a uma amostra de sangue analisado é relativo. Os valores de referéncia, com um
limite inferior e um limite superior sdo definidos através de dados de populacdes que
gozam de boa satde. No entanto, como em toda analise estatistica, 5% da amostragem se
encontra fora da norma. Assim, estar ligeiramente fora dos valores de referéncia nem
sempre significa que existe uma patologia e que tal resultado deve ser sempre
correlacionado com as alteracGes clinicas tais como sintomatologia e outros exames
complementares (Gonzalez e Scheffer, 2003). No presente estudo, nenhuma alteracdo
clinica foi observada nos animais experimentais. Assim, € possivel afirmar que nas
condigdes do presente estudo a injecdo endovenosa de FM-DMSA né&o causou alteracdes
hematoldgicas nos animais até 300 dias apds o tratamento.

A exemplo do que estd aqui sendo discutido, ao analisar os dados observamos
diversos resultados de exame bioguimicos com ureia baixa ap6s o D120, que se mostrou
aleatdrio entre os grupos e em varios momentos ao longo do experimento, ndo mostrando
qualquer constancia de alteracdo ascendente ou descendente. A ureia é a principal forma
de excrec¢do de nitrogénio proveniente do catabolismo proteico, sendo assim, a finalidade
da dosagem no sangue é utilizada para avaliar de forma grosseira a funcao renal, ou para
confirmar e/ou avaliar a evolucéo de uma patologia que afete a fungéo dos rins, ajudando
a avaliar a extensdo do dano renal. No entanto, a concentracéo sérica da ureia abaixo dos
valores normais esperados pode ser ignorada no animal saudavel. Diminuicdo da uremia
é justificada em quadros de insuficiéncia hepatica grave, o que nao foi observado no
presente estudo pelos exames bioquimicos de avaliagdo de danos hepéticos ou
histopatoldgico de figado, em nenhum dos grupos (controle e/ou tratamentos). Desta
forma, talvez a associacdo dos exames aqui realizados com a urinalise seriada dos
animais, poderia trazer mais informacdes a respeito do funcionamento renal, o que pode

ser considerado para préximos estudos.

Em relagdo a dosagem de ferro sérico, ndo houve alteracdes significantes entre os
grupos tratados e o controle, nem entre os dias pds-tratamento. O ferro € um componente
comum no sangue, uma vez que € parte integrante da hemoglobina. A degradacdo da
hemoglobina libera Fe*? que pode permanecer estocado no interior dos macréfagos na
forma de ferritina ou ainda ser exportado para o meio extracelular. O Fe é transportado
no sangue pela transferrina até os locais onde este sera reutilizado. Quando a capacidade
de ligacdo da transferrina esta totalmente saturada, o ferro pode circular livremente pelo
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soro, na forma n&o ligada (Grotto, 2011). E possivel que o Fe do fluido magnético injetado
tenha permanecido circulante por pouco tempo (menos de 15 dias), e assim néo ter sido
detectado nos momentos em que os exames foram feitos. De fato, Chaves et al. (2002)
mostraram que a meia vida das nanoparticulas magnéticas recobertas com DMSA no

sangue é de cerca de 5 minutos.

A alteracdo visibilizada na ultrassonografia (dilatacdo de pelve renal) e
confirmada pela histologia dos rins, parece estar relacionada com a administracdo do FM-
DMSA nos animais. Esta alteracdo foi observada em varios animais tratados e em um
animal controle, de forma intermitente, por vezes unilateral e por outras bilateral, e ndo
mostrou causar dano ao parénguima renal, que nao foi observado na histopatologia e nem
correlacionado com o aumento de ureia e/ou creatinina no sangue. Casals et al (2008)
durante um estudo correlacionando nanoparticulas e toxicidade hipotetizaram que
Nanoparticulas poderiam ser nucleadoras de litiase renal. Sendo assim 0s casos de
hidronefrose aqui encontrados de forma intermitente nos grupos T0,5 e T5 e de forma
consistente em um animal do grupo T5, poderiam ser justificados pela presenca de cristais
que poderiam estar obstruindo de forma parcial a pelve e/ou os ureteres. Uma obstrucéo
parcial ou completa, a curto prazo, origina diminuicdo da funcdo renal, que pode ser
reversivel se o fluxo de urina for restabelecido prontamente (Adams & Syme, 2010). Isto
pode ter ocorrido no presente estudo em fungdo da fluidoterapia estabelecida, no
momento em que o maior volume plasmatico proporciona maior pressdo de filtracdo e
consequente maior producdo de urina, 0 que promove a expulsdo forcada de cristais ou
sedimento. Embora a pelve renal ndo seja visualizada por ultrassom em rins normais, a
diurese salina (fluidoterapia) também pode causar hidronefrose moderada de até 3,0 mm,
as vezes unilateral, em caes (Nyland & Mattoon, 2005). Portanto, o uso de diurético (o
que ndo é o caso deste estudo) ou pacientes submetidos a fluidoterapia devem ser
considerados durante a avaliacdo. Apesar de termos acompanhados os animais ao longo
de 10 meses e assim termos resultados a longo prazo do uso de FM-DMSA nunca antes
relatados, talvez seja necessario um estudo ainda mais completo e longo focado em
alteracOes renais, com urindlise associada para que se consiga identificar outras alteracdes

além da observada nos exames de imagem.

E importante ressaltar que este trabalho é pioneiro na insercdo da avaliagio
ultrassonografica como método de qualificacdo de leséo tecidual. Por ser um método
acessivel, a ultrassonografia € um exame simples, indolor e seguro, ndo apresentando
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riscos para 0 paciente e nem para o examinador. E de realizacdo rapida, entdo ndo
necessita de um preparo fisico para o paciente, e pode ser realizado tanto em ambulatério
como em unidades de tratamento intensivo e até mesmo durante cirurgias, por ser um
equipamento com boa mobilidade. Apresenta custo baixo em relagdo aos demais exames
de diagndstico por imagem e possibilita a obtencéo de imagens em tempo real permitindo
avaliar de forma completa os 6rgdos da cavidade abdominal e até mesmo torécica (Seoane
etal., 2011).

A alteragdes em parénquima pulmonar, também visualizadas em cortes
histologicos, ja foram descritas anteriormente. Chaves et al. (2002) mostrou que
nanoparticulas de magnetita recobertas com DMSA apresentam nas primeiras 24 horas
apos administracdo endovenosa, distribuicdo preferencial pelo pulmé&o, onde desencadeia
um quadro inflamatério de moderado a severo caracterizado pela migracao
transendotelial dos leucécitos para o parénquima pulmonar. Os efeitos subcronicos e
cronicos da administracdo endovenosa de nanoparticulas de magnetita recobertas com
DMSA, por um periodo de até 90 dias, foram avaliados em outro estudo (Garcia et al.,
2005), que relatou que a migracdo dos leucdcitos pode se estender do parénquima
pulmonar e alcancar o epitélio dos bronquios e alvéolos. O acimulo de leucdcitos nos
compartimentos extra vasculares do pulmao pode causar leséo tecidual devido a liberacéo
de substancias tdxicas tais como proteases e espécies reativas de oxigénio resultando no
desenvolvimento de quadros patoldgicos ou ainda contribuindo para o agravamento de
doencas ja estabelecidas (Gojova et al., 2007). O acumulo de leucocitos em
compartimentos extra vasculares do pulmao reflete um efeito adverso causado pelas
nanoparticulas com DMSA a modelos animais (Chaves et al., 2005; Garcia et al., 2005).
O curso temporal do processo de migracéo transendotelial dos leucdcitos no pulméo ainda
ndo foi determinado. E importante ressaltar que focos inflamatdrios em tecido pulmonar
sdo muito comuns devido ao alto contato do parénquima com o meio externo e particulas
irritantes ou corpos estranhos inspirados pelas vias aéreas (Junqueira e Carneiro, 2008),
e ndo necessariamente pode estar relacionada com a presenca ou auséncia das
nanoparticulas. Existem ainda estudos que demonstram que a distribuigdo preferencial
para o parénguima pulmonar ndo se aplica para nanoparticulas magnéticas com outras
coberturas estabilizantes (Lacava et al., 2002; 2003; 2004; Sadeghiani et al., 2005;
Brugin, 2007).

Os fluidos magnéticos que contém Nanoparticulas magnéticas recobertas com
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DMSA tém sido estudados in vivo em camundongos, mostrando por meio da ressonancia
magnética, uma maior deposi¢do no tecido pulmonar. Garcia et al. (2005) e Chaves et al.
(2002) relatam que, no entanto, apos o sétimo dia, 0 acumulo de nanoparticulas é maior
no figado, chegando a atingir um valor seis vezes maior que no pulmédo em 30 dias da
administracdo intravenosa das Nanoparticulas. Relatam ainda que o bago também é um
0rgdo que recebe acimulo de Nanoparticulas, no entanto, em menor extensdo. Parca
(2006) ao analisar estas mesmas nanoparticulas conseguiu visualiza-las no interior de
hepatocitos, no tecido conjuntivo do espaco porta, na veia centro-lobular e em torno dos
ductos biliares, mas sem causar alteracdes morfoldgicas no figado. J& um estudo feito em
macacos (Monge-Fuentes et al., 2011) menciona que aglomerados de NPMs foram
principalmente observados no pulméo, figado, rim e baco em todos os tempos
experimentais, no caso 12 horas, 30 e 90 dias apds injecdo intravenosa. A analise mostrou
também que conforme o tempo avancou, menos aglomerados foram visualizados.
Alteragdes morfologicas foram observadas unicamente no tecido hepatico 90 dias apds
administracdo, mostrando um aumento na &rea ocupada pelo espaco de Disse, e 0s autores
sugerem que essa hepatoxicidade foi possivelmente causada por um excesso de ferro no
tecido (Monge-Fuentes et al., 2011). No presente estudo também ndo foram vistas
alterac6es morfoldgicas no figado ou no bago nas analises de imagem e histopatoldgicas

300 dias ap6s a administracéo.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Foi proposta deste trabalho a investigagdo do potencial toxico a longo prazo da
nanoparticula de maghemita recoberta com DMSA utilizando avaliando-se alteracdes
sanguineas laboratoriais e também exames de imagem. Demonstrou-se que: 1) Os animais
apresentaram ganho de peso, com periodos de estabilizacdo e sem queda significativa
apos a injecdo de FM recoberta com DMSA, I1) ndo foi possivel identificar, quaisquer
alteracbes hematoldgicas que possam ser relacionadas a administracdo de FM-DMSA,
nem na dose de 0,5 mg Fe/kg nem na de 5 mg Fe/kg, I1) A partir das avaliacbes
ultrassonograficas foi possivel observar que todos os animais em todos 0s grupos nos
meses avaliados apresentaram ecogenicidade, topografia e tamanho normal nos rins,
baco, figado, bexiga, estbmago e pulmdes, 1V), quanto as alteracbes de dilatagdo de pelve
renal podemos associa-las a reposicdo de fluido feita em virtude das frequentes coletas
para analises sanguineas, V) Na andlise da tomografia, ndo foi possivel observar
alteracdes na pelve renal e nenhum outro tipo de alteracéo pode ser visualizada, V1) Todos
0s 6rgaos apresentaram histopatologia normal apds 10 meses da aplicacdo do FM-DMSA,
exceto os pulmdes e rins. Nos pulmdes foi possivel observar alteracdes de espessamento
de septos interalveolares, que se apresentavam de maneira extensas no grupo T5 e
parciais/focais no grupo T0,5, apesar de observadas em todos os animais de ambos 0s
grupos. O grupo controle apresentou morfologia normal do tecido pulmonar. A dilatagéo

de pelve renal foi confirmada nas analises histopatoldgicas.

Sendo assim, frente aos referidos resultados, o uso de nanoparticulas de
maghemita funcionalizadas com DMSA (FM-DMSA) néo apresenta toxicidade em
sistema vivo a longo prazo, devendo-se realizar mais estudos quanto as alteracdes

pulmonares.

Sugere-se também avaliar os efeitos renais por tempo mais longo e com exames
adicionais como por exemplo urinalise. Quanto ao figado, anélises séricas mais completas
podem trazer novos dados sobre lesdes agudas que ndo foram percebidas no presente

estudo.
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Apéndice A

Tabela 1: Valores hematol6gicos individuais (animal experimental C1) obtidos ao longo do experimento.

PARAMETROS D15 D30 D60 D90 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300
TCB (x10%/pl) 9,4 10,3 9,6 8,7 6,6 6,6 55 6,1 4.4 4,9 -
TCV (x10%/ul) 73 7.8 8,4 8,0 8,0 9,2 8,2 8,4 81

HGB (g/dl) 14,6 155 17,1 157 15,8 18,0 16,3 17,0 16,2 218
HCT (%) 41,9 43,4 45,2 42,0 42,6 47,7 42,4 44,1 43,2 60,0

VGM (fl) 552 571 560 536 55,3
HGM (x10%ul) 20,9 - 20,3 20,3

CHCM (g/dI) 37,9 37,8 37,4 37,1 37,7 38,4 38,5 37,5 36,3
PLT (x10%/pl) 469 845 433 454 323 832 742 811 785 352 437
PL (%) 73,0 75,4 78,6 70,6 73,2 73,3 71,7 70,7 66,7 67,0
PM (%) 27,0 24,6 21,4 29,4 26,8 26,7 28,3 29,3 33,3 33,0 42,2
VAL (x10%/pl) 6,9 7.8 75 6,1 48 48 3,9 43 2,9 3,3
VAM (x10%/pl) 2,5 2,5 2,1 2,6 1,8 1,8 1,6 1,8 15 1,6 1,4

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo méaximo. TCB: nimero total
de células brancas, TCV: nimero total de células vermelhas, HCT: hematocrito, HGB: hemoglobina, VGM: volume globular médio, HGM: hemoglobina

globular média, CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média, PTL: plaguetas.
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Apéndice B

Tabela 2: Valores hematolégicos individuais (animal experimental C2) obtidos ao longo do experimento.
PARAMETROS D 15 D 30 D 60 D 90 D120 D150 D180 D?210 D240 D270 D300

TCV (x10%/ul) 7,9 7.8 8,3 8,1 8,0 10,4 8,9 9,5 7,8 9,8 7,8
HGB (g/dI) 16,2 15,6 16,6 16,2 16,0 20,6 18,3 19,6 15,6 19,6 15,3
HCT (%) 43,6 43,2 435 43,0 43,0 55,3 47,6 51,6 42,7 52,5 41,4
VGM (fl) 54,9 55,2 53,1 53,5 53,0 53,4 54,1 54,7 53,5 53,4
HGM (x10%/ul) 20,4 20,5 20,5

CHCM (g/dI) 37,2 36,1 38,2 37,7 37,2 37,3 38,4 38,0 36,5 37,3 37,0
PLT (x10%/ul) 817 899 977 937 826 610 599 701 850 651 745
PL (%) 74,9 72,2 73,0 73,0 68,8 63,3 68,9 66,1 61,3 65,8 64,0
PM (%) 25,1 27,8 27,0 27,0 31,2 36,7 31,1 33,9 38,7 34,2 36,0
VAL (x10%/ul) _ 6,5 5,9 3,9 2,8 338 3,2 42 4,0

VAM (x10%/ul) 31 3,4 2,4 2,2 1,7 1,7 1,7 1,6 2,7 2,1 1,2

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo méaximo. TCB: nimero total
de células brancas, TCV: nimero total de células vermelhas, HCT: hematécrito, HGB: hemoglobina, VGM: volume globular médio, HGM: hemoglobina
globular média, CHCM: concentracéo de hemoglobina corpuscular média, PTL: plaquetas.



Apéndice C

Tabela 3: Valores hematolégicos individuais (animal experimental C3) obtidos ao longo do experimento.
PARAMETROS D 15 D 30 D 60 D 90 D120 D150 D180 D?210 D240 D270 D300

TCB (x10%/pl) 8,3 8,2 7,8 8,8 5,7 47 5,4 6,1 6,0 58
TCV (x10%pl) 7.9 8,0 8,1 7,4 8,5 9,1 7.9 8,8 10,8
HGB (g/dI) 15,9 15,6 16,0 14,7 16,1 17,3 15,0 17,4 20,8
HCT (%) 44,6 43,0 42,1 38,4 44,4 46,9 40,9 45,2 56,9
VGM (fl) 56,1 56,3 53,9

HGM (x103/ul) 20,6

CHCM (g/dI) 36,8 36,3 38,0 38,3 36,3 36,9 38,5 36,6

PLT (x10%/ul) 356 788 913 778 768 184 383 1055 906 626

PL (%) 70,3 68,5 75,1 66,3 69,5 66,0 66,4 62,9 61,6

PM (%) 29,7 315 24,9 33,7 30,5 34,0 33,6 37,1 38,4

VAL (x103/pl) 5,8 5,6 5,9 5,8 4,0 3,1 3,6 3,0 3,8 3,6

VAM (x103/pl) 2,5 2,6 1,9 3,0 1,7 1,6 18 3,1 2,2 2,2 17

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo maximo. TCB: nimero total
de células brancas, TCV: nimero total de células vermelhas, HCT: hematdcrito, HGB: hemoglobina, VGM: volume globular médio, HGM: hemoglobina
globular média, CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média, PTL: plaquetas.
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Apéndice D

Tabela 4: Valores hematolégicos individuais (animal experimental C4) obtidos ao longo do experimento.
PARAMETROS D 15 D 30 D 60 D 90 D120 D150 D180 D?210 D240 D270 D300

TCB (x10%/pl) 6,2 10,0 10,7 8,1 4,8 4,0 8,6 5,0 5,38 -
TCV (x10%/ul) 8,2 8,3 8,8 78 8,5 6,7 8,2 9,2 10,1 8,6
HGB (g/dI) 16,7 16,3 17,2 15,5 16,3 13,0 15,8 18,4 20,0 16,6
HCT (%) 45,8 44,7 46,6 40,6 44,5 34,7 42,6 48,5 53,8 46,4
VGM (fl) 56,5 56,2 54,2 54,1
HGM (x103/ul) 20,7 20,5

CHCM (g/dI) 36,7 36,5 36,5 36,9 38,2 36,6 37,5 37,1 37,9 37,2

PLT (x10%/ul) 350 762 798 755 744 220 148 618 718 643 728
PL (%) 71,3 79,7 77,2 70,8 67,3 75,7 68,4 62,0 67,1 66,2 67,4
PM (%) 28,7 20,3 22,8 29,2 32,7 24,3 31,6 38 32,9 33,8 32,6
VAL (x10%/ul) 4.4 8,0 8,3 5,7 3,2 3,0 2,5 53 3,4 3,8

VAM (x10%/ul) 1,8 2,0 2.4 2.4 16 1,0 1,1 33 16 2,0 1,1

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo méaximo. TCB: nimero total
de células brancas, TCV: nimero total de células vermelhas, HCT: hematdcrito, HGB: hemoglobina, VGM: volume globular médio, HGM: hemoglobina
globular média, CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média, PTL: plaquetas.



Apéndice E

Tabela 5: Valores hematoldgicos individuais (animal experimental C5) obtidos ao longo do experimento.
PARAMETROS D 15 D 30 D 60 D 90 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300

TCB (x10%/ul) a- 77 8,0 57 e 54 49 52 53

TCV (x10%/pl) 8,1 83 8,6 7,7 75 9,7 9,2 84 8,7 8,5
HGB (g/dl) 23,0 16,0 16,2 16,9 15,1 14,1 18,6 17,8 16,4 16,4 16,4
HCT (%) W25 454 448 460 39,9 39,7 50,3 47,9 438 45,6 452
VGM (fl) 56,6 56,1 54 53,6
HGM (x10%/pl) 20,8

CHCM (g/dI) 36,8 36,2 36,7 37,0 37,2 36,4 36,0 36,3
PLT (x10%/pl) 385 830 818 834 806 476 603 811 934 791 813
PL (%) 66,9 72,9 76,2 71,2 73,7 68,5 67,8 67,9 64,3 63,9
PM (%) 331 271 23,8 28,8 26,3 31,5 32,2 32,1 35,7 36,1
VAL (x10%/ul) 5,0 - 5,9 5,8 31 2,4 3,7 33 35 3,4

VAM (x10%/ul) 2,5 3,4 1,8 2,3 2,6 0,9 1,7 1,6 1,7 1,9 0,9

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo méaximo. TCB: nimero total
de células brancas, TCV: nimero total de células vermelhas, HCT: hematécrito, HGB: hemoglobina, VGM: volume globular médio, HGM: hemoglobina
globular média, CHCM: concentracéo de hemoglobina corpuscular média, PTL: plaquetas.
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Apéndice F

Tabela 6: Valores hematologicos individuais (animal experimental T 0,5 - 1) obtidos ao longo do experimento.

PARAMETROS D15 D 30 D 60 D9 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300
TCB (x10%/pl) 10,2 10,5 10,4 48 4.4 4.4 7,0 6,2 5,4

TCV (x10%/l) 7,7 7,8 9,1 8,7 7,2 8,5 8,7 8,2 8,4 9,6 9,0
HGB (g/dI) 16,2 15,4 18,4 17,6 14,4 16,9 17,4 16,8 16,9 18,8 17,6
HCT (%) 43,9 43,3 49,3 47,9 39,2 45,6 47,4 44,5 46,4 51,5 49,3
VGM (fl) 57,2 55,5 54,0 55,0 54,7 53,8 54,5 54,1 55,2 53,8 55,1
HGM (x10%ul) 211 202 202 2045200200 204 ﬁ
CHCM (g/dI) 36,9 37,3 36,7 36,7 37,1 36,7 37,8 36,4 36,5

PLT (x10%/pl) 805 796 765 - 897 459 905 87 776 455
PL (%) 79,5 76,7 72,6 70,4 71,0 67,1 68,8 70,1 69,5 61,8 62,4
PM (%) 20,5 23,3 27,4 29,6 29,0 32,9 31,4 29,9 30,5 38,2 37,6
VAL (x10%/ul) 8,1 8,1 7,6 3,4 3.1 3,0 4,8 4,3 2,4 3,3

VAM (x10%/l) 2,1 2,4 2,8 1,4 1,3 1,4 2,2 1,9 1,0 2,1

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo maximo. TCB: nimero total
de células brancas, TCV: numero total de células vermelhas, HCT: hematocrito, HGB: hemoglobina, VGM: volume globular médio, HGM: hemoglobina
globular média, CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média, PTL: plaquetas.
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Apéndice G

Tabela 7. Tabela de valores hematolégicos individuais (animal experimental T 0,5 - 2) obtidos ao longo do experimento.
PARAMETROS D15 D 30 D 60 D 90 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D 300%

TCB (x10°/ul) 9.9 10,9 10,1 76 83 538 4,0 6,4 59 N |

TCV (x10%ul) 10,2 8,7 8,1 8,5 8,4 7,9 10,8 8,2 73 8,9
HGB (g/dl) 21,7 18,1 16,3 17,0 16,7 15,6 21,5 16,2 15,0 18,4
HCT (%) 57,2 48,7 43,9 45,7 44,4 41,9 56,5 43,4 40,3 49,5
HGM (x10°/ul) 21,3 20,8 20,2 20,6 20,8
CHCM (g/dl) 37,9 37,2 37,1 37,2 37,6 37,2 38,1 37,3 37,2 37,2
PLT (x10°/ul) 252 651 822 464 920 905 629 992 1065 771
PL (%) 65,9 67,5 71,8 70,9 62,3 70,2 63,0

PM (%) 34,1 32,5 28,2 29,1 37,7 29,8 37,0

VAL (x10°/ul) 6,5 74 7,3 5,4 5,2 4,1 4,0 3,3

VAM (x10°/ul) 3,4 3,5 2,8 2,2 3,1 1,7 1,7 2,4 2,6 16

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo maximo. TCB: nimero total de
células brancas, TCV: nimero total de células vermelhas, HCT: hematocrito, HGB: hemoglobina, VGM: volume globular médio, HGM: hemoglobina globular
média, CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média, PTL: plaquetas. * Animal eutanasiado em D270.
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Apéndice H

Tabela 8: Valores hematoldgicos individuais (animal experimental T 0,5 - 3) obtidos ao longo do experimento.
PARAMETROS D 15 D 30 D 60 D 90 D120 D150 D180 D?210 D240 D270 D300

TCB (x10°/ul) 11,7 8,1 6.8 7.4 - 41 4,7 4.4 51

TCV (x10%/ul) 8,2 8,0 9,4 8,2 7,6 8,6 9,5 8,4 7.8 6,9 8,2
HGB (g/dl) 16,4 16,9 19,5 17,2 15,6 17,6 19,1 16,7 16,2 13,9 16,3
HCT (%) 45,2 45,6 51,9 44,8 42,3 46,3 51,7 44,8 43,6 38,0 44,7
VGM (f1) 55,3 56,9 55,2 54,7 55,3 54,0 54,2 53,7 54,5 55,5 54,4
HGM (x10°/ul) - 21,1 20,7 21,0 20,4 20,5 _ 20,2 20,3

CHCM (g/dl) 36,3 37,1 37,6 38,4 36,9 38,0 36,9 37,3 37,1 36,6 36,5
PLT (x10°/ul) 858 844 703 377 268 792 744 819 720 580
PL (%) 78,4 74,3 69,1 69,5 64,7 64,3 60,7

PM (%) 21,6 25,7 30,9 30,5 35,3 35,7 39,3 38,3

vAL x10%u))  [INO2EE 60 47 5,1 24 3,0 2,7 32

VAM (x10°/ul) 2,5 2.1 2.1 2,3 1.2 17 17 17 18

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo méximo. TCB: nimero total de
ceélulas brancas, TCV: nimero total de células vermelhas, HCT: hematocrito, HGB: hemoglobina, VGM: volume globular médio, HGM: hemoglobina globular
média, CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média, PTL: plaquetas.
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Apéndice |

Tabela 9: Valores hematolégicos individuais (animal experimental T 0,5 - 4) obtidos ao longo do experimento.
PARAMETROS D 15 D 30 D 60 D 90 D120 D150 D180 D?210 D240 D270 D300

TCB (x10%/ul) 8,6 8,4 7.9 6.3 - 4,6 4,0 41 6.3 3,9 -

TCV (x108/p1) 6,3 8,3 7.8 7,6 7,6 7.4 7,5 7,6 8,8 7,7
HGB (g/dI) 14,2 17,6 16,0 15,8 15,9 15,2 15,2 15,6 18,2 16,0
HCT (%) 36,8 47,9 43,4 42,3 42,0 40,8 41,0 41,5 48,9 43,1
VGM (fl) 58,7 57,8 55,8 55,6 55,4 55,4 54,7 53,7 54,4 55,6 56,1
HGM (x10%ul) [N2280 21,2 20,6 20,8 21,0 20,7 20,3 20,8 20,4 20,7 20,8
CHCM (g/dI) 38,6 36,7 36,9 37,4 37,9 37,3 37,1 38,8 37,6 37,2 37,1
PLT (x10%/ul) - 699 211 458 780 738 _ 800 637 646
PL (%) 74,4 76,3 75,1 71,8 61,0 64,6 69,6 76,7 76,4 66,3

PM (%) 25,6 23,7 24,9 28,2 39,0 35,4 30,4 23,3 23,6 33,7

VAL (x103/ul) 6,4 6,4 59 45 - 3,0 2,8 31 438 2,6

VAM (x10%/pl) 2,2 2,0 2,0 18 1,4 1,6 1,2 1,0 15 13 0,8

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo méaximo. TCB: nimero total
de células brancas, TCV: nimero total de células vermelhas, HCT: hematécrito, HGB: hemoglobina, VGM: volume globular médio, HGM: hemoglobina
globular média, CHCM: concentracéo de hemoglobina corpuscular média, PTL: plaquetas.
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Apéndice J

Tabela 10: Valores hematolégicos individuais (animal experimental T 0,5 - 5) obtidos ao longo do experimento.
PARAMETROS D 15 D 30 D 60 D 90 D120 D150 D180 D?210 D240 D270 D300

TCB (x10%/ul) 9,0 - 11,1 9,4 6,5 7,0 5,0 6,1 6,1 6,9 3,9
TCV (x108/p1) 9,2 8,5 8,2 8,0 7,9 8,0 7.8 8,0 8,4 8,9 9,3
HGB (g/dI) 19,4 17,8 16,6 16,1 15,9 16,2 15,3 15,9 16,8 18,0 18,6
HCT (%) 51,0 49,0 44,9 42,7 42,3 42,7 41,0 43,1 43,6 47,8 51,4
VGM (fl) 55,7 58,0 54,5 53,6 53,7 53,7 53,6 55,6
HGM (x10%/pl) 21,2 21,1 - 20,2 - 20,4 20,2 -
CHCM (g/dI) 38,0 36,3 37,0 37,7 37,6 37,9 37,3 36,9 38,5 37,7 36,2
PLT (x10%/pl) 652 675 658 461 745 723 151 276 778 261 636
PL (%) 68,0 73,6 74,7 69,3 70,1 68,6 68,6 69,2 69,7 65,2 66,7
PM (%) 32,0 26,4 25,3 30,7 29,9 31,4 31,4 30,8 30,3 34,8 33,3
VAL (x10%/pl) 6,1 - 8,3 6,5 4,6 48 34 42 43 45 2,6
VAM (x10%/pl) 2,9 3,6 2,8 2,9 1,9 2,2 1,6 1,9 18 2,4 1,3

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo maximo. TCB: nimero total
de células brancas, TCV: nimero total de células vermelhas, HCT: hematdcrito, HGB: hemoglobina, VGM: volume globular médio, HGM: hemoglobina
globular média, CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média, PTL: plaquetas.
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Apéndice K

Tabela 11: Valores hematolégicos individuais (animal experimental T 5 - 1) obtidos ao longo do experimento.
PARAMETROS D 15 D 30 D 60 D 90 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300

TCB (x10%/pl) 7.3 5,2 51 45

TCV (x10%/ul) 94 7,6 7.9 7.9 7,0 8,5 9,2 84 74 7.9
HGB (g/dI) 19,8 15,9 16,3 15,9 13,9 17,1 18,8 17,3 15,1 16,3
HCT (%) 519 444 445 43,2 384 458 497 450 40,2 451

VGM (fl) 553 587 563 551 547 547 540 540 538 544 570
HGM (x10%/ul) 211 210 206 202 204 207 204 206

CHCM (g/dI) 38,2 - 36,6 36,8 37,3 37,8 38,4 37,6 36,1

PLT (x10%/ul) 702 130 849 884 204 877 713 887 289 672
PL (%) 61,6 64,7 61,2
PM (%) 38,4 38,8
VAL (x10%/ul) 3,9 4,7 2,8

VAM (x10%/pl) 34 2,2 08 1,7 08 13 15 13

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo méaximo. TCB: nimero total
de células brancas, TCV: nimero total de células vermelhas, HCT: hematdcrito, HGB: hemoglobina, VGM: volume globular médio, HGM: hemoglobina
globular média, CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média, PTL: plaquetas.
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Apéndice L

Tabela 12: Valores hematolégicos individuais (animal experimental T 5 - 2) obtidos ao longo do experimento.
PARAMETROS D15 D 30 D 60 D 90 D120 D150 D180 D210 D240 D2/0 D300

TCB (x10%/pl) 8,2 11,8 8,1 7,8 7,5 5,4 5,8 6,1 7,6 5,9 4,1
TCV (x108/pl) 9,3 9,5 8,0 8,3 8,1 8,2 7.8 8,2 7.8 8,3 7.8
HGB (g/dl) 20,4 20,3 16,2 16,7 16,4 16,6 15,7 16,6 15,9 16,6 15,9
HCT (%) 53,1 55,1 451 44,9 44,1 44,4 41,6 44,2 41,8 451 43,8
VGM (fl) 57,1 57,8 56,1 54,2 54,6 54,3 53,7 53,8 53,8 54,6 56,3
HGM (x10%/ul) 21,9 21,3 - 20,2 20,3 20,3 20,3 20,2 20,5 - 20,4
CHCM (g/d1) 38,4 36,8 37,2 37,2 37,4 37,7 37,6 38,0 36,8 36,3
PLT (x10%/l) 636 733 846 903 882 928 426 916 666 856 776
PL (%) 69,8 71,3 76,5 71,6 74,8 66,3 66,4 64,4 68,0 68,7
PM (%) 30,2 28,7 23,5 28,4 25,2 33,7 33,6 35,6 32,0 31,1
VAL (x103/pl) 5,7 8,4 6,2 5,6 5,6 3,6 3,9 3,4 4,9 4,0 2,8
VAM (x103/pl) 2,5 3,4 1,9 2,2 1,9 1,8 1,9 2,7 2,7 1,9 1,3

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo méaximo. TCB: nimero total
de células brancas, TCV: nimero total de células vermelhas, HCT: hematécrito, HGB: hemoglobina, VGM: volume globular médio, HGM: hemoglobina
globular média, CHCM: concentracéo de hemoglobina corpuscular média, PTL: plaquetas.



Apéndice M

Tabela 13: Valores hematologicos individuais (animal experimental T 5 - 3) obtidos ao longo do experimento.

PARAMETROS D15 D30 D60 D9 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300
TCB (x10%/pl) 8,6 4,8 8,3 53 4,3 3,9 4,0 4,2

TCV (x108/p1) 8,0 8,4 8,2 8,2 8,0 8,2 8,3 9,7 8,5 7.8 8,7
HGB (g/dI) 17,5 17,2 16,7 17,0 16,1 16,7 16,9 20,0 17,9 16,5 17,4
HCT (%) 46,0 473 46,1 45,9 43,4 45,3 45,3 53,4 46,7 44,1 47,1
VGM (fl) 57,4 56,4 56,4 55,8 54,5 55,5 54,8 55,1 55,2 56,4 54,5
HGM (x10%/pl) 21,8 20,5 20,4 20,7 20,2 20,5 20,5 20,6 21,2 21,1

CHCM (g/dI) 38,0 36,4 36,2 37,0 37,1 36,9 37,3 37,5 38,3 37,4 36,9
PLT (x10%/ul) 680 871 - 668 346 869 693 942 463 337
PL (%) 71,5 66,1 66,7 65,6 63,2 69,7 63,1 62,6

PM (%) 28,5 33,9 33,3 34,4 36,8 30,3 36,9 37,4

VAL (x10%/ul) 6,1 3,2 5,4 3,3 2,4 2,7 2,5 2,6

VAM (x103/pl) 2,5 16 2,9 2,0 1,9 1,2 16 15 16 1,4

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo méaximo. TCB: nimero total
de células brancas, TCV: nimero total de células vermelhas, HCT: hemat6crito, HGB: hemoglobina, VGM: volume globular médio, HGM: hemoglobina
globular média, CHCM: concentracéo de hemoglobina corpuscular média, PTL: plaquetas.
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Apéndice N

Tabela 14: Valores hematolégicos individuais (animal experimental T 5 - 4) obtidos ao longo do experimento.
PARAMETROS D 15 D 30 D 60 D 90 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300

TCB (x10%/ul) 87 |NI3AN 90 8,7 4.8 5,6 43 29 |85 24

TCV (x10%/ul) 9,4 8,4 8,5 8,6 8,2 8,2 8,8 87 83 73 8,6
HGB (g/dI) 19,5 17,6 16,9 17,4 16,1 16,3 17,3 17,0 16,5 14,5 16,8
HCT (%) 52,2 47,6 47,0 46,3 44,2 44,5 46,6 46,2 43,8 39,1 47,1
VGM (fl) 55,8 56,4 55,1 54,0 54,2 54,4 54.8

HGM (x10%/ul) 20,8 20,9 - 20,3

CHCM (g/dI) 37,4 37,0 36,0 37,6 36,4 37,7 37,1

PLT (x10%/pl) 298 746 808 854 761 240 731 835 787 200 795
PL (%) 71,2 69,8 66,0 64,3 69,1 64,6 61,7
PM (%) 28,8 30,2 34,0 35,7 30,9 35,4 38,3
VAL (x10%/ul) 6,2 8,0 6,3 5,7 3,1 2,8 3,4 2,3

VAM (x10%/pl) 2,5 2,7 3,0 1,7 2,8 0,9 18 15 1,2 0,9

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo maximo. TCB: nimero total
de células brancas, TCV: nimero total de células vermelhas, HCT: hematdcrito, HGB: hemoglobina, VGM: volume globular médio, HGM: hemoglobina
globular média, CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média, PTL: plaquetas.
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Apéndice O

Tabela 15: Valores hematolégicos individuais (animal experimental T 5 - 5) obtidos ao longo do experimento.
PARAMETROS D 15 D 30 D 60 D 90 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300

TCB (x10%/pl) 6,8 6,8 4,7 4,9 45 4,1 3,9

TCV (x10%pl) 6,8 10,6 8,5 8,1 9,6 8,1 8,3 8,4 7,0 8,5 9,0
HGB (g/dI) 14,2 21,5 16,8 16,0 18,5 16,0 16,2 16,6 16,5 17,9
HCT (%) 38,4 58,8 46,1 43,3 51,1 42,5 43,3 44,8 36,4 45,1 49,5
VGM (fl) 56,7 55,5 54,4 53,7 54,8
HGM (x10%/ul) 21,0 20,3

CHCM (g/dl) 37,0 36,6 36,4 37,0 36,2 37,6 37,4 37,1 37,9 36,6 36,2
PLT (x10%/ul) 341 562 544 210 655 804 581 229 892 756
PL (%) 70,1 67,6 68,5 60,9 66,3

PM (%) - 29,9 32,4 315 39,1 33,7

VAL (x10%/ul) 4,1 4,8 3,2 3,4 2,5 2,7

VAM (X103/U|) 2,7 2,0 1,5 1,5 2,0 1,3 1,1 1,4 1,4 2,0 1,2

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo méaximo. TCB: nimero total
de células brancas, TCV: nimero total de células vermelhas, HCT: hematdcrito, HGB: hemoglobina, VGM: volume globular médio, HGM: hemoglobina
globular média, CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média, PTL: plaquetas.
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Apéndice P

Tabela 16: Valores bioguimicos individuais (animal experimental C1) obtidos ao longo do experimento.
PARAMETROS D15 D30 D60 D90 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300

CREATININA (mg/dL) 0,62 093 054 150 052 077 080 0,62
UREIA (mg/dL) 86 73 83

ALT (U/L) 82 79 35 37
AST (U/L) 194 201 198 133 145 162
FERRO (ug/dL) 331 406 191 294 434 242 274 292 250 288 198

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo maximo. ALT: alanina aminotransferase,
AST: aspartato aminotransferase.
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Apéndice Q

Tabela 17: Valores bioguimicos individuais (animal experimental C2) obtidos a0 longo do experimento.
PARAMETROS D15 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300

CREATININA (mg/dL) o 67 0,76 o 88 0,66 o 50 o 50 o 56 071 084 0,75
REIA (ngidL) 2 2 n
ALT (UIL) 29 29 56
AST (UIL) 16 8 138 12 | o2

FERRO (ug/dL) 261 375 382 478

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que 0 padrao minimo e em vermelho, maiores que o padrdo maximo. ALT: alanina aminotransferase,

AST: aspartato aminotransferase.
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Apéndice R

Tabela 18: Valores bioguimicos individuais (animal experimental C3) obtidos ao longo do experimento.

PARAMETROS DI5 D30 D60 D90 D120 DISO0 D180 D210 D240 D270 D300
CREATININA (mg/dL) 062 077 079 079 054 061 071 065 097

UREIA (mg/dL) 94 91 80 77 57 47 38

ALT (UIL) 46 [88 ] 61 60 64 33 56 55

AST (UIL) 323 153 257 232 173 173 166 195

FERRO (ug/dL) 358 420 300 270 229 306 320 267 399 336

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo maximo. ALT: alanina
aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase.



Apéndice S

Anexo 19. Tabela de valores bioguimicos individuais (animal experimental C4) obtidos ao longo do experimento.
PARAMETROS DI5 D30 D60 DY D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300
CREATININA (mg/dL) 0,70 077 086 083 057 057 08 075

UREIA (mg/dL) 88 [NO8 N 89 89 57 63 49 48 50
ALT (UIL) 86 78 61 97 | 48 41 70 45 89 48 40
AST (UIL) 288 173 179 272 133 [e8 | 190 217 210 [ @2 221
FERRO (ug/dL) 283 420 362 331 222 280 191 250 288 434 329

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo méximo. ALT: alanina

aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase.
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Apéndice T

Tabela 20: Valores bioguimicos individuais (animal experimental C5) obtidos a0 longo do experimento.

PARAMETROS DI5 D30 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300
CREATININA (mg/dL) 0,63 0,78 o 77 o 86 0,50 o 61 o 78 065 0,57

UREIA (mg/dL) 74 46

ALT (UIL) 77 63

AST (UIL) 170 269 270 255 243 136 - 185 228
FERRO (ug/dL) 328 - 379 403 218 288 254 354 | 142 |

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo méaximo. ALT: alanina
aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase.
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Apéndice U

Tabela 21: Valores bioguimicos individuais (animal experimental T0,5 - 1) obtidos ao longo do experimento.

PARAMETROS DI5 D30 D60 D90 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300
CREATININA (mg/dL) 063 067 0,78 061 056 08l 071 050
UREIA (mg/dL) 66 61 86 61 54 54 49 o 89 28
ALT (UIL) 65 51 84 82 60 61 63 55 56 64
AST (UIL) 142 136 143 | 105 106 | 136 128 240 182 209
FERRO (ug/dL) 389 509 335 273 236 252 295 274 295 338 474

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo maximo. ALT: alanina
aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase.
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Apéndice V

Tabela 22: Valores bioguimicos individuais (animal experimental T0,5 - 2) obtidos ao longo do experimento.

PARAMETROS D15 D30 D60 D90 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300 *
CREATININA (mg/dL) 064 080 077 0,77 059 062 074 073 077
UREIA (mg/dL) 67 87 83 85

61 53 55
69 58 70

ALT (U/L) 78 75
AST (U/L) 173 155 227 136 174 166 165
FERRO (ug/dL) 352 - 335 304 273 290 223 306

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo maximo. ALT: alanina
aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase. * Animal eutanasiado no D270.
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Apéndice W

Tabela 23: Valores hioquimicos individuais (animal experimental T0,5 - 3) obtidos ao longo do experimento.

PARAMETROS DI5 D30 D60 D90 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300
CREATININA (mg/dL) ~ 073 079 084 052 056 062 08 065 09 0,72

UREIA (mg/dL) 79 84 75 53 [18 | 51 53 48 ﬂ
ALT (UIL) 68 58 71 58 51 48 64 63 43 43 46
AST (UL) 139 173 132 | 124 | 199 156 157 178 [ 122 122 = 133
FERRO (ug/dL) 348 - 352 307 253 256 333 309 267 342 370

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo maximo. ALT: alanina
aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase.
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Apéndice X

Tabela 24: Valores bioguimicos individuais (animal experimental T0,5 - 4) obtidos ao longo do experimento.

PARAMETROS DI5 D30 D60 DY D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300
CREATININA (mg/dL) 075 072 08 092 050 065 061 0,99 - 090
UREIA (mg/dL) 75 83 80 84 57 (89 | 57 55 59 57
ALT (U/L) 72 52 66 [ 186 | 55 52 44 63 62 57 65
AST (UIL) 149 251 128 134 226 304 282 260
FERRO (ug/dL) 317 : 396 335 253 239 270 316 226 235

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo maximo. ALT: alanina
aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase.
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Apéndice Y

Tabela 25: Valores bioguimicos individuais (animal experimental T0,5 - 5) obtidos ao longo do experimento.

PARAMETROS D15 D90 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300
CREATININA (mg/dL) o 70 0,78 o 87 0,69 o 61 o 78 053 094 058
UREIA (mg/dL) - 61 _
ALT (U/L) 35

AST (UL) 174 _ 203
FERRO (ug/dL) 295

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que 0 padrao minimo e em vermelho maiores que o padrao maximo. ALT: alamna
aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase.

72



Apéndice Z

Tabela 26: Valores bioguimicos individuais (animal experimental T5 - 1) obtidos ao longo do experimento.

PARAMETROS D15 D30 D60 D90 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300
CREATININA (mg/dL) 059 093 076 077 052 08 056 073 068 081

UREIA (mg/dL) 63 85 74 86 69 - 49 50 46 64
ALT (U/L) 73 58 58 108 85 63 51 73 80 42

AST (U/L) 141 153 137 266 251 167 164 149 201 218
FERRO (ug/dL) - 357 204 292 259 242 310 274 327 417 243

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo maximo. ALT:
alanina aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase.

73



Apéndice AA

Tabela 27: Valores bioguimicos individuais (animal experimental T5 - 2) obtidos ao longo do experimento.

PARAMETROS DI5 D30 D60 D9 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300
CREATININA (mg/dL) 061 082 081 083 056 065 073 087 094 085
UREIA (mo/dL) oo OO s 1 18 - s S [
ALT (U/L) 62 71 53 78 68 61 60

AST (U/L) 119 178 167 173 151 - 167 _ 156 226
FERRO (ug/dL) 492 349 374 304 266 295 302 220

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que 0 padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrao maximo. ALT:

alanina aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase.
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Apéndice AB

Tabela 28: Valores bioguimicos individuais (animal experimental T5 - 3) obtidos ao longo do experimento.

PARAMETROS DI5 D30 D60 D9 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300
CREATININA (mg/dL) | 0,78 0,79 089 [Ldf. 058 050 0,66 086 0,71

UREIA (mg/dL) 85 81 88 70 56 60

ALT (UIL) 65 86 83 56 35 51

AST (UIL) 178 278 236 271 | 116 266

FERRO (ug/dL) 376 . 328 365 239 246 212 254 465 299 309

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo maximo. ALT: alanina
aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase.
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Apéndice AC

Tabela 29: Valores bioguimicos individuais (animal experimental T5 - 4) obtidos ao longo do experimento.
PARAMETROS D15 D30 D60 D90 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300

CREATININA (mg/dL) o 71 0,66 o 81 o 85 o 52 - o 54 o 58 0,71

e -

ALT (U/L) 61 39

AST (UIL) -— o — 136
5

FERRO (ug/dL) 07 542

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que 0 padrao minimo e em vermelho, maiores que o padrao maximo. ALT: alanina
aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase.
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Apéndice AD

Tabela 30: Valores bioguimicos individuais (animal experimental T5 - 5) obtidos ao longo do experimento.

PARAMETROS DI5 D30 D60 D90 D120 D150 D180 D210 D240 D270 D300
CREATININA (mg/dL) 071 079 081 074 068 058 079 069 096

UREIA (mg/dL) 92 93 85 78 73 51 56 52 59 52
ALT (U/L) 76 [er T 70 68 58 49 53 45 54 46

AST (UL) 167 271 - 162 195 212 174 4109 126
FERRO (ug/dL) 298 376 - 352 239 280 284 347 243 358 205

Células hachuradas em azul indicam tratar-se de valores menores que o padrdo minimo e em vermelho, maiores que o padrdo maximo. ALT: alanina

aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase.
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