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RESUMO

A determinacdo da biodistribuicdo e da biocompatibilidade de nanoparticulas
magnéticas (NPMs) para aplicacbes biomédicas in vivo € essencial para,
posteriormente, assegurar a sua utilizacdo clinica de uma forma segura. A
biodistribuicdo de NPMs depende de propriedades, tais como: caracteristicas de
superficie, forma e carga, as quais podem também afetar a sua remocéo, interacdo
particulas-células e interagcbes com proteinas no soro. A determinacdo da remocao
do ferro conforme as NPMs degradam-se é também importante, ja que 0 excesso de
ferro nos tecidos pode causar toxicidade. De tal forma, NPMs & base de maguemita
recobertas com o estabilizante acido meso-2,3-dimercaptosuccinico (DMSA), foram
injetadas intravenosamente em primatas ndo-humanos da espécie Cebus spp.,
sacrificados 12 horas, 30 e 90 dias apds administracdo. Aglomerados de NPMs
foram distribuidos em todos os 6rgdos de estudo, porém, foram principalmente
observados no pulméao, figado, rim e baco em todos os tempos experimentais. A
analise mostrou também que conforme o tempo avancou, menos aglomerados foram
visualizados. O cérebro, cerebelo, pancreas, coracdo e intestinos mostraram uma
presenca infima de NPMs, ndo sendo considerados como potenciais 6rgdos alvo
para futuras aplicacbes biomédicas. As principais vias de eliminacdo das NPMs-
DMSA foram, predominantemente, pelo figado, seguido pelo rim, sem excluir uma
remocdo paralela pelas vias aéreas. Alteracdes morfologicas foram observadas
unicamente no tecido hepético obtido 90 dias apdés administracdo de NPMs,
mostrando um aumento na area ocupada pelo espaco de Disse. Essa
hepatoxicidade foi possivelmente causada por um excesso de ferro no tecido. E
considerada a possibilidade de uma leve imunosupressao induzida pela presenca do
ferro no organismo. Concluindo, no nosso conhecimento, o presente trabalho
representa o primeiro estudo histolégico, hematologico, bioquimico e clinico
utilizando nanoparticulas magnéticas em primatas ndo-humanos, como modelo
experimental, o que aproxima 0 uso terapéutico de nanomateriais em seres

humanos.

Palavras chave: nanoparticula magnética; 6xido de ferro; biodistribuicdo; biocompatibilidade;

nanotoxicidade; fluido magnético; acido meso 2,3-dimercaptosuccinico; primatas nao-humanos.
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ABSTRACT

It is essential to determine the biodistribution and biocompatibility of magnetic
nanoparticles (MNPs) for in vivo biomedical applications in order to ensure their safe
clinical use. Biodistribution of MNPs depends on their properties, such as surface
characteristics, size, shape and charge, which can all affect biodistribution,
clearance, particle-cell interactions, and interactions with serum protein. Equally
important is determining iron clearance as MNPs degrade, due to the fact that
excessive free iron tissue accumulation is known to cause toxicity. Therefore,
maghemite based magnetic nanoparticles coated with meso 2,3-dimercaptosuccinic
acid DMSA were injected in non-human primates (Cebus apella), sacrificed 12 hours,
30 and 90 days after intravenous administration of MNPs. MNPs were distributed in
all study organs, being more abundant in the lungs, liver, kidney, and spleen, in all
experimental times, showing that as time advanced, less agglomerates were
observed in the tissue. Brain, cerebellum, pancreas, heart, and intestines showed
very few MNPs agglomerates; therefore, their use for therapeutic applications was
not considered. Main DMSA-MNP elimination route was observed to be done by the
liver, followed by the kidney, not discarding elimination through the air ways as a
parallel route. Morphological alterations were only seen in the liver obtained 90 days
after DMSA-MF administration, showing a dilated Disse space. This hepatotoxicity
could be due to iron overload. Possible light immunosuppression induced by iron
overload is also considered. In conclusion, to our knowledge this work represents the
first histological, hematological, biochemical, and clinical study which used magnetic
nanoparticles in a non-human primate experimental model, bringing nanomaterial

use for therapeutical purposes in human beings a step closer.

Keywords: magnetic nanopatrticle; iron oxide; biodistribution; biocompatibility; nanotoxicity; magnetic
fluid; meso 2,3-dimercaptosuccinic acid; non-human primates.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento tecnolégico tem permitido reduzir o tamanho dos materiais
usados no campo da ciéncia. A reducdo no tamanho de particulas da microescala
para a nanoescala ndo somente oferece beneficios para as diversas areas da
ciéncia como traz, também, riscos potenciais para organismos e para 0 meio
ambiente. Portanto, para se obter uma aplicagdo exitosa dos nanomateriais no
campo da biociéncia, é essencial entender o impacto que suas propriedades, tais
como: tamanho, forma, composicdo, propriedades de superficie, taxas de
degradacéo e de remogao, possam ter quando em contacto com modelos in vitro e
in vivo (Longmire et al., 2008; Moghimi et al., 2001; Chouly et al., 1996).

Como foi ressaltado em trabalho publicado por Tosi e colaboradores (2008),
antes de se poder utilizar nanomateriais, tais como nanoparticulas (NPs), na area
biomédica, devem ser realizados estudos preliminares de biodistribuicéo,
biocompatibilidade e toxicidade, objetivando um melhor conhecimento sobre os
efeitos biolégicos que esses nanomateriais poderiam ter, antes de serem
empregados em seres humanos. Nesse sentido, a investigacado da biodistribuicéo,
ou seja, o estudo dos locais de deposicdo das NPs no organismo, bem como o
tempo de permanéncia nesses sitios, analisando-se também uma possivel
redistribuicdo, sdo de fundamental importancia, pois permitem a obtencdo de
informacgdes a respeito da capacidade de absor¢cdo, armazenamento e excreg¢ao das
NPs, permitindo o conhecimento ndo apenas do seu comportamento no organismo,
como também das interacdes dessas NPs com as células. Dentre os testes de

biocompatibilidade, encontram-se os estudos de toxicidade aguda, subcrbnica e
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cronica, que visam a analise de efeitos adversos ao organismo induzidos pelas NPs
a curto, médio e longo prazo (Garcia, 2005; Chouly et al., 1996).

Uma das aplicacdes mais promissoras das NPs é na terapia do cancer. Uma
vez testada a biocompatibilidade e biodistribuicdo de diversos tipos de NPs, estas
poderiam ser acopladas com farmacos antineoplasicos e injetadas na corrente
sanguinea, para em seguida, serem concentradas em um tecido alvo especifico
dentro do organismo. Uma vez acumuladas no local de interesse, o farmaco
acoplado pode ser liberado por meio de atividade enzimatica ou mudancas nas
condicOes fisiologicas (pH, osmolaridade, temperatura, etc.) (Alexiou et al., 2000)
para assim tratar os tecidos afetados pelo cancer.

Considerando os pontos supramencionados, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a distribuicdo biologica, a biocompatibilidade e a toxicidade potencial de NPs
magnéticas a base de maguemita recobertas com &cido meso-2,3-
dimercaptussucinico (DMSA) em um modelo de primata ndo-humano, visando a

aplicacao futura das NPs-DMSA na deteccéao, diagndstico e tratamento de doencas.
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REVISAO DA LITERATURA

2.1. NANOTECNOLOGIA: GRANDES AVANCOS A PARTIR DE UM MUNDO
DIMINUTO.

A nanotecnologia consiste na habilidade de trabalhar nos niveis atémico,
molecular e supramolecular (na escala de 1-100 nm) (L’Azou et al., 2008). Na ultima
década, a nanotecnologia tem se desenvolvido significativamente, possibilitando a
invencdo, caracterizagdo, manipulacdo, fabricacdo e utilizacdo de materiais com
novas propriedades e fungdes, resultantes do seu tamanho nanométrico (Gupta e
Gupta, 2005; Roco, 2003).

O campo da nanotecnologia é caracterizado pela sua habilidade de arranjar
moléculas para formar objetos e desmontar objetos para obter moléculas. Esse
rearranjo de matéria na nanoescala utiliza interagdes moleculares fracas, tais como:
forcas de Van der Waals, pontes de hidrogénio, dipolos eletrostaticos e processos
que requerem de um baixo consumo energético e permitem mudangas
subsequentes ou reversiveis. Esse tipo de procedimento ja é realizado pela natureza
nos sistemas vivos e no meio ambiente, levando em consideragdo que todos 0s
sistemas bioldgicos e os criados pelo ser humano possuem seu primeiro nivel de
organizacdo na nanoescala, onde suas propriedades fundamentais e funcées sao
definidas (Roco, 2003).

A nanotecnologia tem sido aplicada, de uma forma geral, em trés grandes
areas: materiais, energética e sistemas médicos e de saude. Segundo estimativas
da Fundacdo Nacional de Ciéncia dos Estados Unidos de América, até o ano 2015,
o campo da nanotecnologia se convertera em uma industria mundial equivalente a

um trilhdo de délares, sendo que o maior segmento sera ocupado pelos
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nanomateriais, representando 31% da renda total dos mercados de nanotecnologia
global. Outros segmentos incluem o campo da eletrbnica (28%), farmacéuticos
(17%), manufatura quimica (9%), aeroespacial (6%) e outros (9%) (Willems & van
den Wildenberg, 2004).

Na industria quimica e de materiais nanoestruturados, a nanotecnologia tem
permitido a producdo de materiais ultraleves e resistentes; membranas e filtros para
remover o0 sal da agua; novos pigmentos, adesivos e substancias resistentes a
corrosdo; barreiras térmicas e Opticas; materiais cataliticos de alta eficiéncia e
produtos téxteis mais resistentes. No caso da area da eletrbnica e da informatica, a
nanotecnologia permite diminuir o tamanho de supercomputadores; fabricar
semicondutores mais rapidos e microprocesssadores. Ja no campo de geracao
energeética, a nanotecnologia auxilia na criacdo de finas peliculas de fotovolts para
uma producdo mais barata e efetiva de energia solar; producdo de células de
combustivel para aplicacdes automotivas; células de micro-combustivel para servir
como energia portatii e baterias de alta capacidade, rapidamente carregaveis
(Willems & van den Wildenberg, 2004; Alexiou et al.,, 2000). As aplicacdes da
nanotecnologia na industria da farmacéutica e na éarea de saude serdo

exemplificadas a seguir.

2.2. ANANOBIOTECNOLOGIA E SUAS APLICACOES

A nanobiotecnologia é definida como o campo que aplica técnicas e principios
biol6gicos e nanotecnolégicos que permitem entender e transformar biosistemas,
mediante a formag&o de novas ferramentas e sistemas integrados. Dessa maneira,

a capacidade de desvendar a estrutura e a fungdo dos sistemas bioldgicos no nivel
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da nanoescala tem estimulado pesquisas conduzidas a melhoras no campo da
biologia, biotecnologia, medicina e salude (Roco, 2003).

O campo da nanobiotecnologia oferece uma ampla plataforma tecnoldgica
para aplicacdes em diversas areas, entre elas, a industria farmacéutica e o campo
da saude. Nessas areas, a hanotecnologia € empregada para o desenvolvimento de
novos farmacos mais efetivos, vacinas e cosméticos; vetorizacao de farmacos para a
deteccdo, o diagnostico e o tratamento de doencas; sequenciamento de DNA,;
bioeletrénicos; protecdo contra armas bioldgicas; cirurgia na nanoescala (Willems &
van den Wildenberg, 2004). A nanobiotecnologia € também aplicada em outras
areas, tais como: no bioprocessamento industrial; na toxicologia pesquisando 0s
efeitos dos nanomateriais no meio ambiente e na saude dos seres humanos; no
melhoramento do desempenho humano, integrando sistemas neurais com materiais

nanoestuturados, aumentando as capacidades sensoriais (Roco, 2003).

2.3. CARACTERIZACAO E PROPRIEDADES DAS NANOPARTICULAS

Um tipo de nanomaterial utilizado na area da nanotecnologia sdo as
nanoparticulas (NPs), as quais sdo definidas como particulas coloidais sélidas
variando em tamanhos de 1 a 100 nm e que podem ser compostas a base de
carbono, metais, polimeros e fosfolipideos (L’Azou et al., 2008). As NPs possuem
propriedades quimicas e fisicas, relacionadas ao proprio tamanho nanométrico, que
podem ser controladas de uma forma diferente em compara¢cdo com materiais em
escalas maiores (Kreuter, 2007; Cheon e Lee, 2008).

O pequeno tamanho e a grande area superficial das NPs |lhes conferem
propriedades especificas. Por exemplo, as NPs exibem maior atividade biologica por

massa, em comparacdo com particulas maiores. Esse aumento da atividade
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bioldégica pode ser positivo e desejavel, quando as NPs se envolvem em funcdes
antioxidantes ou como carreadores de terapéuticos para a entrega de farmacos; ou
podem apresentar efeitos negativos e indesejaveis, como por exemplo, toxicidade,
inducdo de estresse oxidativo ou disfuncédo celular. Considerando esses efeitos
negativos, surgiu a area da nanotoxicologia, uma disciplina emergente definida como
a ciéncia das nanoestruturas que se preocupa com o0s efeitos dessas nos
organismos vivos e no meio ambiente (Oberdérster et al., 2005). Uma série de
trabalhos recentes tem se dedicado precisamente ao estudo dos nanomateriais e
sua potencial nanotoxicidade nos diversos 6rgdos, tecidos e células (Choi et al.,
2009; L’Azou et al., 2008; Lei et al., 2008; Li et al., 2008; Longmire et al., 2008; Choi
et al., 2007; Fischer et al., 2007; Sayes et al., 2007; Garcia et al., 2005; Kim et al.,

2005; Oberdorster et al., 2005; Chaves et al., 2002).

2.4. NANOPARTICULAS A BASE DE FERRO E SUAS APLICAGCOES BIOMEDICAS

Particulas nanométricas formadas por metais sdo conhecidas como
nanoparticulas magnéticas (NPMs). Dentre os metais mais utilizados para a
producdo de NPMs sdo considerados os Oxidos de ferro, sendo que, os mais
comumente estudados incluem a maguemita, y-Fe,O3; e a magnetita, FezO4 (Gupta
e Gupta, 2005), devido a suas propriedades magnéticas e compatibilidade biol6gica
(Pankhurst et al., 2003).

Quando essas NPMs séo estabilizadas com coberturas de superficie, surge a
possibilidade de serem dispersas em solventes, formando suspensdes coloidais

homogéneas conhecidas como ferro-fluidos (FF) ou fluidos magnéticos (FM), os
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quais possuem uma combinacao Unica de fluidez com capacidade de interagir com
campos magnéticos (Bailey, 1983).

Nos ultimos anos, as NPMs tém sido empregadas no campo biomédico. Uma
vantagem de se utilizar NPMs em relacdo a outros tipos de nanocarreadores
(micelas, NPs poliméricas, lipossomas, etc.) é que suas propriedades magnéticas
permitem o monitoramento e a determinacdo quantitativa da sua biodistribuicéo
mediante técnicas nao invasivas, tais como: a imagem por ressonancia magneética e
magnetometria (Koning e Krijger, 2007). A seguir, sdo colocadas as principais

aplicacdes biomédicas dadas as NPMs.

2.4.1. NA VETORIZACAO DE FARMACOS

A vetorizacdo de farmacos representa uma das aplicagcdes mais promissoras
para os FMs, empregando as propriedades magnéticas das NPMs, a variedade de
arranjos de sua camada estabilizante bem como caracteristicas de tamanho e carga
para, assim, carregar medicamentos para sitios especificos. Esse carregamento
permite direcionar o tratamento as células alvo e evitar os efeitos colaterais
associados a altas doses de farmacos utilizadas nos tratamentos convencionais
(Alexiou et al., 2006; Gupta e Gupta, 2005; Berkovisky et al., 1993). Portanto, para
garantir a utilizacdo de FMs no tratamento de doencas, as NPMs devem possuir
superficies com funcdes interativas que permitam a associacdo de anticorpos ou
quimioterapicos. Além disso, as NPMs devem apresentar uma alta saturacao
magnética, para que na hora que é aplicado um campo magnético externo, facilitar o
direcionamento das NPMs para o local alvo. Também, deve ser evitada a retencao
de qualquer tipo de magnetismo quando o campo magnético externo € retirado

(Gupta e Gupta, 2005). De tal modo, os FMs podem ser usados para conduzir dentro
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do organismo, drogas ou farmacos até os alvos especificos, empregando-se campos
magnéticos externos (Pankhurst et al., 2003).

A técnica de vetorizacdo tem sido aplicada em uma série de estudos pré-
clinicos, tal como o conduzido por Kumar e colaboradores (2009), que utilizaram
NPMs recobertas com quitosan e conjugadas com plasmidios de DNA, que
expressam proteina verde fluorescente (GFP). As particulas foram injetadas em
camundongos e direcionadas, por meio de um campo magnético externo, para o
coracdo e rim. As particulas se concentraram no coragcdo, pulmdes e rins dos
camundongos e a expressdo de GFP nesses 6rgdos foi monitorada. Esse trabalho
demonstrou que um campo magnético externo simples € tudo que é preciso para
vetorizar um farmaco para um local especifico dentro do organismo, sem a
necessidade de funcionalizar as NPMs. Em outro estudo, conduzido por Alexiou e
colaboradores (2006), foram utilizadas NPs de o6xido de ferro recobertas por
derivados de amido com grupos fosfato capazes de ligar mitoxantrona e
quimioterapico para tratar tumores em coelhos. As NPMs foram, entéo,
administradas em coelhos com tumor e depois foi aplicado um campo magnético
externo no local do tumor. O objetivo desse trabalho foi comprovar, por meio de
microscopia eletrénica de varredura, a internalizacdo das NPMs, as quais foram
vistas no citoplasma das células tumorais.

Como observado nos trabalhos de Kumar e coautores (2009) e Alexiou e
colaboradores (2006), a utilizacdo de imas externos para vetorizar NPMs
funcionalizadas, € um método eficiente para a entrega direcionada de farmacos. Um
forte candidato que poderia se beneficiar em um futuro proximo com esse tipo de
tecnologia é a terapia contra o cancer. Um dos principais motivos que impulsiona

pesquisas nessa area € que a utilizacado da nanotecnologia no tratamento do cancer
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permite maximizar o efeito do medicamento usado, minimizando seus efeitos
colaterais. A acdo ndo especifica por parte dos tratamentos convencionais com
quimioterapicos implica certo grau de toxicidade para os tecidos sadios sob
condicBes 6timas. Dessa forma, € muito importante ter a capacidade de direcionar o
antineoplasico para o local alvo para, entdo, reduzir no sistema os efeitos toxicos
secundarios advindos da distribuicdo sistémica. Isto abre a possibilidade de utilizar
tratamentos com doses menores de medicamentos, o que reduz os efeitos toxicos
(Langer, 2001; Alexiou et al., 2000).

Existe uma série de estratégias que podem ser empregadas para vetorizar
tratamentos para o cancer, tais como: vetorizacdo associada a angiogénese,
vetorizacdo para marcadores de proliferacdo celular ndo controlada e vetorizacéo
para células tumorais. Esses tipos de vetorizacdo, utilizando sistemas de NPMs,
sugerem o grande potencial que a entrega direcionada de farmacos tem para

revolucionar o tratamento ao cancer (Byrne et al., 2008).

2.4.2. NAS IMAGENS DE RESSONANCIA MAGNETICA

A penetracdo de campos magnéticos através de tecidos e a habilidade de
detectar remotamente ou manipular materiais magnéticos, tém sido alvo de pesquisa
médica nos ultimos séculos. Uma das mais recentes e significativas aplicacdes dada
as NPMs tem sido nas imagens por ressonancia magnética, como modalidade nao
invasiva capaz de fornecer imagens anatémicas de alta resolucdo. O potencial das
imagens clinicas pode ser expandido por meio do uso de FMs, permitindo assim
melhorar a diferenciacao entre os tecidos malignos e os sadios, realizar diagnosticos

e controlar as terapias contra tumores solidos (Sun et al., 2008).
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Os FMs agem como agentes modificadores da relaxagcdo na ressonancia
magnética de tecidos, potencializando o contraste de imagens e, quando associados
a anticorpos monoclonais, proporcionam um diagndstico mais precoce de patologias
(Lanza et al., 2004). Dessa forma, a imagem por ressonancia magnética associada
ao FM, pode ser aplicada em varios campos, tais como: na oncologia, para o
mapeamento por imagem do cancer; na deteccdo e diagnostico de doencas
cardiovasculares e em associagcdo com técnicas moleculares (Sun et al., 2008).
Entre os estudos realizados na area molecular, Moore e colaboradores (2001)
utiizaram a tecnologia de imagem por ressonancia magnética para
quantitativamente caracterizar a expressao de transferrina humana modificada
(ETR), que atua como marcador génico. Foram utilizadas células 9L de gliosarcoma
de ratos, as quais expressam de forma estavel o receptor de transferrina humano.
Células ETR- nao transfectadas serviram como controle. Um conjugado de
transferrina e NPs de 6xido de ferro monocristalino (Tf-MION) foram sintetizados
para servir como sonda para monitorar a atividade da ERT. Foi observado que os
tumores ETR+ internalizaram a sonda pela acdo do receptor de transferrina em
quantidades que podem ser detectadas pelo método de imagem por ressonancia

magnética.

NPMs tém sido também empregadas com técnicas de imagem por
ressonancia magnética para acompanhar tratamentos terapéuticos contra tumores in
vivo, possibilitando a observacdo de mudancgas no contraste das imagens, indicando
processos de apoptose celular (danos na membrana e diminuicdo no volume celular)
(Zhao et al., 2001; Thompson, 1995). A deteccao especifica de células em apoptose

utilizando o agente de contraste SPION tem sido demonstrada tanto in vitro, com
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células tumorais apoptoticas isoladas, quanto in vivo, em tumor tratado com

farmacos quimioterapéuticos (Francis et al., 1997).

2.4.3. NA MAGNETOTERMOCITOLISE

O emprego de NPMs funcionalizadas com ligantes capazes de reconhecer
uma célula alvo e fazer com que essa célula internalize a NPM, permite localizar
uma area de interesse para assim dirigir um farmaco para esse local. Essas NPMs
funcionalizadas também apresentam a possibilidade de se associar a uma outra
técnica jA ha muito tempo utilizada, a hipertermia. Uma vez que a célula esteja
associada as particulas magnéticas, pode-se fazer com que essas particulas, pela
acdo de um campo magnético alternado externo ao organismo, comecem a vibrar.
Essa vibracdo das particulas magnéticas dissipa calor nas células associadas,
provocando sua lise e morte subsequente (Sawada et al.,, 1998). As células
cancerigenas sao destruidas a temperaturas maiores que 43°C, enquanto que as
células normais sobrevivem a temperaturas maiores (Gordon et al., 1979). Tal
processo, conhecido como magnetotermocitélise (morte celular por calor gerado
magneticamente) representa mais uma aplicacdo das NPMs na area biomédica, pois
permite a destruicdo especifica da célula alvo, sem afetar as células dos tecidos
vizinhos, sendo mais eficiente do que a hipertermia convencional, normalmente
realizada por meio de micro-ondas, radiofrequéncia ou agulhas ferromagnéticas
(Sawada et al., 1998).

Em estudo conduzido por Kim e colaboradores (2009), foi utilizado o método
da magnetotermocitolise para vetorizar sementes térmicas mediante campos
magneéticos externos. Nesse estudo, foram sintetizadas NPMs sem cobertura, NPMs

recobertas com quitosan e outras com cobertura de amido para, entdo, serem
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usadas como sementes hipertérmicas. Foram utilizadas células normais L929 e
células de carcinoma KB para examinar a citoxicidade e afinidade de cada amostra.
Foi observado que NPMs recobertas com quitosan sdo biocompativeis e possuem
uma afinidade seletiva pelas células KB. Dessa forma, o estudo concluiu que a
técnica de hipertermia pode ser melhorada por meio da utilizacdo conjunta de

campos magnéticos controlados e pelo recobrimento das NPMs com quitosan.

2.4.4.NA MARCACAO CELULAR E SEPARACAO MAGNETICA

7

Na é&rea da biomedicina € comumente vantajoso separar componentes
biol6gicos especificos a partir do seu ambiente de origem para, assim, concentrar
amostras para analises ou usos subsequentes. Uma forma de alcancar esse objetivo
€ por meio de separacdo magnética utilizando NPMs biocompativeis. Um exemplo
dessa aplicacao € na separacdo de células por meio de um campo magnético, o que
envolve dois processos: a marcacdo do componente biolégico alvo utilizando
material magnético e a separacdo dos componentes marcados por meio de um
dispositivo magnético. Dessa maneira, as NPMs séo recobertas, permitindo acoplar
anticorpos especificos ou macromoléculas bioldgicas de modo que, apés interagirem
com as células desejadas e expostos a um campo magnético, os complexos célula-
FM/anticorpo possam ser filtrados e separados do conjunto restante (Pankhurst et

al., 2003; Da Silva et al., 1997).

As técnicas de separacao tém sido exitosamente aplicadas em uma série de
pesquisas biomédicas, como por exemplo, em estudo conduzido por Liberti e
coautores (2001), em que as técnicas mostraram-se altamente sensiveis para a

selecdo de células tumorais raras no sangue. Nessa linha, a técnica tem sido usada
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na deteccdo de parasitas da malaria em amostras sanguineas por meio do uso das
propriedades magnéticas do parasita (Paul et al., 1981) ou pela marcacdo de

eritrocitos com FMs imunoespecificos (Seesod et al., 1997).

2.4.5. NA REGENERACAO DE TECIDOS

As NPMs também podem ser utilizadas para a regeneracao de tecidos, ao ser
acopladas com proteinas, fatores de crescimento e subsequentemente, com células
tronco e células progenitoras. Por exemplo, o complexo célula tronco-NPM tem a
capacidade de ser enviado para locais onde ha tecidos danificados, promovendo a
sua regeneracdao. Para atingir esse objetivo, é importante contar com técnicas de
marcacado para ativar essas ceélulas tronco que se encontram no local de injuria.
Nessa linha, Bulte e colaboradores (2001) conduziram uma pesquisa na qual foram
utilizados magnetodendrimeros capazes de marcar magneticamente células de
mamiferos, inclusive células tronco neurais de humanos e células tronco
mesenquimais, e monitorar células tronco in vivo. Essa técnica mostra um alto
potencial quando considerada para tratar doencas, tais como: diabetes, cancer,

problemas cardiacos, Alzheimer e Parkinson.

2.5.0 ACIDO MESO-2,3-DIMERCAPTOSUCCINICO (DMSA) COMO COBERTURA
ESTABILIZANTE PARA AS NPMS

Em condic¢des fisioldgicas (pH 7,4 e 0,2 M NacCl), as nanoparticulas de
maguemita ndo recobertas tém uma superficie eletricamente neutra. Sob essas
circunstancias, a formacédo de agregados resulta facil e rapidamente. Para controlar

a estabilidade coloidal durante a interacdo nano-yFe,Os; e célula, as NPMs séo
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recobertas por moléculas estabilizantes, como por exemplo o acido meso-2,3-
dimercaptosuccinico (DMSA), uma molécula organica composta por dois
carboxilatos e duas funcbes tioladas (Figura 1). No final do processo de
recobrimento, o DMSA fica presente como uma camada na superficie da nano-
yFe,03 fornecendo uma carga superficial negativa (Auffan et al., 2006).

A utilizacdo do DMSA é vantajosa por uma série de motivos. Primeiro, o
DMSA é um agente quelante de metais, o que facilita a sua interacdo com as NPMs.
Além disso, o grupo —SH, que permanece livre na particula, pode se acoplar com
biomoléculas, aumentando a interacdo das NPMs com as células. Também, o DMSA
€ um produto ndo téxico usado em uma variedade de éareas, dentre estas, na
medicina para tratar casos de envenenamento por mercurio em seres humanos
(Fauconnier et al., 1999).

Além do acima mencionado, o DMSA € um ligante de menor tamanho, por
exemplo, quando comparado com o dextran, 0 que 0 torna vantajoso quando
utilizado em condig¢des in vivo, facilitando a sua bioestabilidade, difusdo, processos
circulatorios e diminuindo a chance de ser capturado pelo SRE (Huh et al., 2005).
Como ressaltado por Auffan e colaboradores (2006), os mecanismos de interacao do
DMSA com as NPMs condicionam a sua estabilidade durante a interacdo com as
células.

Uma vez observadas as vantagens no uso do DMSA como estabilizante de
superficie, tem sido usado como cobertura para NPMs de magnetita (Parca, 2006;
Garcia et al,. 2005; Chaves et al., 2002) e maguemita (Braz, 2008; Soler et al., 2007;
Auffan et al.,, 2006), tornando-as hidrossolluveis, biocompativeis, altamente

bioestaveis e evita a agregagdo das mesmas (Huh et al., 2005; Jun et al., 2005).
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O SH

Figura 1. Férmula estrutural (A) da molécula de DMSA, mostrando os tipos
de atomos que a compdem, ligacées quimicas e estrutura. (B) Nanoparticula
recoberta com estabilizante de DMSA. Em laranja, grupo reativo —SH para
bioconjugacao; em roxo, ligagdo estavel com a superficie da NPM; em verde,
ligacdo cruzada via ponte de dissulfito (Jun et al., 2005).

26. ESTUDOS ANTERIORES UTILIZANDO FLUIDOS MAGNETICOS
CONTENDO NANOPARTICULAS MAGNETICAS RECOBERTAS PELO
ESTABILIZANTE DMSA

Estudos anteriores também tém sido conduzidos com a finalidade de
pesquisar os efeitos do FM-DMSA em modelos in vitro (Soler et al., 2007; Auffan et
al., 2006) e in vivo (Braz, 2008; Parca, 2006; Garcia et al., 2005; Chaves et al.,
2002).

FMs contendo NPMs a base de magnetita recobertas com DMSA tém sido
estudados in vivo em camundongos, mostrando por meio de ressonancia magnetica,
uma maior deposicdo inicial no tecido pulmonar. Porém, a partir do sétimo dia, o
acumulo de FM-DMSA é maior no figado, sendo que atingiu um valor seis vezes
maior que no pulmao apos 30 dias da administracao intravenosa das NPMs. O baco

mostrou-se ser um o6rgdo também depositario de NPMs-DMSA, porém, em uma
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guantidade menor (Garcia, 2005; Chaves et al., 2002). NPMs a base de magnetita
recobertas com DMSA também foram utilizadas por Parca (2006), que analisou 0s
possiveis efeitos causados pela presenca de NPMs-DMSA no figado de
camundongos. Parca observou NPMs-DMSA no interior de hepatécitos, no
conjuntivo do espacgo-porta, na veia centro-lobular e em torno de ductos biliares, ndo
tendo observado alteracbes morfoldgicas no 6rgao de estudo.

Considerando FMs com NPMs a base de maguemita estabilizadas pelo seu
recobrimento com DMSA, Soler e colaboradores (2007) pesquisaram as interacdes
in vitro entre as NPMs e eritrécitos de camundongos, mostrando a internalizacao das
mesmas e indicado que esse processo de internalizacdo depende da concentragcao
de NPs e do seu diametro hidrodinamico. Auffan e colaboradores (2006), também
realizaram estudos in vitro utilizando NPMs a base de maguemita estabilizadas com
DMSA em fibroblastos humanos, mostrando NPMs-DMSA dentro de vesiculas. Nao
foram observados agregados de NPMs no citoplasma, nas mitocondrias ou no
nacleo. A presenca das NPMs-DMSA dentro dos fibroblastos ndo mostrou indicios
de genotoxicidade nem citotoxicidade na maior parte das células estudadas.

Uma revisdo da literatura mostra que, aparentemente, ndo tém sido
conduzidas pesquisas em camundongos com a finalidade de entender possiveis
efeitos toéxicos ou a biodistribuicdo de FMs contendo NPMs a base de maguemita
recobertas com DMSA. Porém, NPMs a base de maguemita, recobertas com DMSA
associado com anfotericina B foram pesquisadas em camundongos fémeas Swiss
por Peixoto (2008). Nesse estudo, foram investigadas a biocompatibilidade,
toxicidade e 6rgao especificidade de duas formulacdes: amostras de anfotericina B
livre e de FM associado com anfotericina B (FM-AnfoB). Foi observado que o FM-

AnfoB mostrou-se biocompativel, tendo sido notada a sua afinidade pelo tecido
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pulmonar, indicando, assim, a sua viabilidade para uso posterior no tratamento de
Pbmicose.

Em relacdo a estudos realizados com NPMs-DMSA a base de maguemita em
animais além de roedores, Braz (2008) administrou esse tipo de FM em primatas
nao-humanos da espécie Cebus spp.. A finalidade deste estudo foi avaliar, por meio
de microscopia de luz e microscopia eletrénica de transmisséo, possiveis alteracdes
morfologicas no baco, linfonodo e figado para os tempos experimentais de 12 horas
e 90 dias. O baco e linfonodos mostraram morfologias normais para todos os tempos
experimentais, porém, no caso do figado, Braz observou alteragcbes no espaco de
Disse e mitocondrias com volume aumentado para o tempo experimental de 90 dias.

Considerando os estudos acima mencionados, observou-se a necessidade de
conduzir uma pesquisa que visasse entender, de uma forma mais completa, os
efeitos que NPMs-DMSA a base de maguemita poderiam ter quando injetadas em
primatas n&o-humanos. Portanto, o presente estudo se propds estudar a
biocompatibilidade, a toxicidade potencial e a distribuicdo biolégica em todos os

orgaos de primatas ndo-humanos da espécie Cebus spp.
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Justificativa

JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, os estudos na area dos nanomateriais magnéticos tém
possibilitado um melhor entendimento sobre suas propriedades e comportamento,
permitindo que sejam utilizados na area biomédica para o desenvolvimento de novos
tratamentos mais especificos e eficazes, e como alternativa para o diagnostico

precoce de varios tipos de patologias, por exemplo, o cancer.

No entanto, para que esses avan¢os possam ser utilizados na pratica clinica,
é indispenséavel conhecer os resultados pré-clinicos sobre a biodistribuicdo e
biocompatibilidade que os novos nanomateriais terdo ao serem administrados no
organismo. Tais experimentos envolvem diferentes fases, iniciando com testes in
vitro e continuando com pesquisas in vivo. De acordo com a Resolugdo numero 01
de 13 de junho de 1988 do Conselho Nacional de Saude, Capitulo VII, Articulo 52:
“os estudos pré-clinicos devem ser realizados em trés espécies de mamiferos,
sendo pelo menos uma, nao roedor”. De tal modo, tendo observado na literatura que
ja existem trabalhos nos quais foram pesquisados os efeitos de FM-DMSA em
células e em camundongos, o presente trabalho se prop6s testar os efeitos desses
nanomateriais em primatas nao-humanos. Nesse sentido, primatas ndo-humanos
tém se mostrado relevantes modelos pré-clinicos para doengas humanas e para a
investigacdo de procedimentos de transplantacdo por causa do seu alto nivel de
homologia génica, fisiologica e anatbmica com os seres humanos, em comparagao
com qualquer outro animal (Giavedoni, 2005). Além disso, como foi indicado pelo
Comité Cientifico Internacional Steering (Reino Unido), os primatas ndo-humanos
S&80 necessarios para a pesquisa biomédica para garantir seguranca, evitando assim

a chance de respostas autoimunes e hiperimunes ndo esperadas. Por exemplo,
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novas vacinas devem ser testadas para especificidade e seguranca em sistemas
imunes semelhantes ao ser humano, antes de serem usadas na clinica (Herodin et

al., 2005).

Um outro ponto que vale a pena ressaltar € em relacdo ao numero de animais
utilizados para conduzir o presente estudo. O fato de ter escolhido primatas nao-
humanos como modelo experimental, implica, de forma geral, trabalhar com um
namero de individuos baixo, pois, sabe-se que se trata de animais nobres e de dificil
acesso. Além disso, segundo a Resolu¢do nimero 01 de 13 de junho de 1988 do
Conselho Nacional de Saude, Capitulo VII, Articulo 52: “os estudos devem ser
planejados de maneira a obter o0 maximo de informacdes utilizando-se 0 menor

namero possivel de animais”.

No nosso conhecimento, a literatura relata unicamente um trabalho conduzido
por Heidel e colaboradores (2007), no qual foram administradas nanoparticulas
contendo subunidades M2 da redutase ribonucleotideo em uma espécie de primata
nao-humano. Dessa forma, o presente trabalho somado aos resultados obtidos por
Braz (2008), representam as Unicas pesquisas has quais tém sido estudados o0s
efeitos de nanoparticulas magnéticas quando injetadas em primatas ndo-humanos.
Vale ressaltar que tanto o presente estudo como o trabalho de Braz (2008)
representam trabalhos complementares, do mesmo grupo de pesquisa, nos quais
foram utilizados os mesmos individuos experimentais e a mesma amostra de FM-
DMSA, porém, os focos de estudo foram diferentes. Assim, o presente trabalho se
propbs estudar um tipo de nanobiomaterial, FM-DMSA, e analisar a sua
biocompatibilidade, possivel toxicidade e biodistribuicdo ao ser administrado em

macacos-prego, um primata neotropical nao-humano.
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Objetivos

4.1. OBJETIVO GERAL

Analisar a biodistribuicdo e a biocompatibilidade de FM-DMSA em um modelo
animal de primata ndo-humano (macaco-prego, Cebus spp.) mediante o uso de

técnicas histologicas, hematoldgicas e bioquimicas do soro.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Determinar a biodistribuicdo tecidual de NPMs nos periodos de doze horas e

trinta e noventa dias apés a administracao intravenosa de FM-DMSA.

B) Avaliar a localizacdo ultra-estrutural de NPMs recobertas com DMSA no

tecido pulmonar.

C) Verificar a presenca de possiveis alteracdes morfologicas nos tecidos de
estudo, provocadas pela administracdo do FM-DMSA no organismo dos

animais experimentais.

D) Analisar possiveis danos hepéticos e renais advindos da presenca do FM-

DMSA no organismo, mediante exames de bioguimica de soro.

E) Monitorar os niveis de ferro sérico apés injecdo de FM-DMSA no organismo.
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MATERIAIS E METODOS

5.1 CARACTERIZACAO DO FLUIDO MAGNETICO CONTENDO
NANOPARTICULAS MAGNETICAS RECOBERTAS COM O ESTABILIZANTE
DMSA

Foram utilizadas amostras de FM contendo nanoparticulas de maguemita (y-
Fe,O3) estabilizadas pelo recobrimento com acido meso-2,3-dimercaptosuccinico
(DMSA) em meio aquoso (Figura 2). As amostras foram produzidas no Instituto de
Quimica da Universidade Federal de Goiania (UFG), pela aluna Eloiza S. Nunes,

membro da equipe de pesquisa da Professora Dra. Emilia Lima.

Figura 2. Aspecto e comportamento magnético do FM-DMSA. A) Amostra de FM
recoberta com DMSA. B) Comportamento magnético do fluido. Observar o deslocamento do
fluido em direcdo ao campo magnético externo (ima).

As caracteristicas do FM-DMSA utilizado neste trabalho se encontram

detalhadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas do FM-DMSA utilizado neste trabalho. Fonte: Eloiza S.
Nunes, aluna do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goiania (UFG).

Composicdo das nanoparticulas Maguemita (y-Fe,03)

Solvente agua

Diametro médio de cada 5,3 nm

nanoparticula (conforme

observado por difracdo de raios-x

(DRX))

Numero de nanoparticulas/mL 6,5 x 10

Concentracéo de ferro 18,7 mg/mL

Cobertura Estabilizante Acido meso-2,3-dimercaptosuccinico
(DMSA)

Cor Marrom escuro

5.2. MODELO ANIMAL

Com a finalidade de avaliar a biocompatibilidade e biodistribuicdo do FM-
DMSA em um sistema biologico, foram utilizados primatas ndo-humanos da espécie
Cebus spp. (macacos-prego). Para a andlise histologica, foram utilizados dois
machos e duas fémeas juvenis (idade aproximada de 18 meses), sadios e com peso
entre 1.500 a 2.000 g (Figura 3). Esses animais foram doados pelo Zooldgico de
Carajas, no Para para o Centro de Primatologia da Universidade de Brasilia, com
licenca nimero 005/2007 emitida pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA). Para pesquisar os possiveis efeitos na
hematologia e bioquimica sérica decorrentes da presenca de FM-DMSA no

organismo, foi utilizado um quinto macaco-prego juvenil, macho, morador
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permanente do Centro de Primatologia, com um peso de 2.455 g no inicio do
experimento.

No lapso entre a chegada dos animais ao Centro de Primatologia e sua
eutanasia, os mesmos foram mantidos em uma gaiola apropriada, situada no setor
de quarentena do Centro de Primatologia da Universidade de Brasilia. Durante a sua
permanéncia nesse local, os macacos foram alimentados uma vez ao dia com uma
dieta a base de frutas, racao, tenébrios, ovos, legumes e vegetais e o fornecimento
de agua foi ad libitum. Além disso, durante esse periodo, os animais estiveram sob
os cuidados do veterinario e tratadores do Centro, que se mantiveram atentos aos
sinais clinicos dos macacos e ao possivel aparecimento de doencas. Cabe ressaltar
gue todos os procedimentos realizados no presente trabalho, foram aprovados
anteriormente a sua execucdo pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (IB) da Universidade de Brasilia, no dia 27 de

fevereiro de 2007 (Anexo 1).

Fonte: Maria Clotilde Henriques Tavares

Figura 3. Foto ilustrativa de

um exemplar de macaco-prego

(Cebus spp.) juvenil no seu

viveiro no Centro de Primatologia 28
da Universidade de Brasilia.
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5.3. PROCEDIMENTOS

5.3.1. ADMINISTRACAO DE FM-DMSA NOS ANIMAIS

Os animais foram designados aleatoriamente, tendo assim uma fémea como
animal controle (AC) e uma fémea e dois machos como animais experimentais que
receberam uma Unica inje¢cdo intravenosa de FM-DMSA, administrada via veia
femural. A seguir, foram eutanasiados 12 horas (AE12H), 30 dias (AE30D) e 90 dias
(AE9OD) apés injecdo. No caso do animal controle, ndo foi administrado FM-DMSA
nem nenhum outro tipo de substancia.

A dose de FM injetada nos macacos foi calculada com base em estudos
prévios conduzidos por pesquisadores do grupo, que injetaram FM-DMSA em
camundongos, considerando-se assim: a concentracao inicial do FM-DMSA, o peso
em gramas de cada animal, a concentracao final do FM ja diluido em solug&o salina
e 0 volume total injetado. Desta forma, todos 0os macacos experimentais receberam
1 mL de FM-DMSA diluido em solucéo salina, contendo 8,25 x 10*! nanoparticulas/g

de peso corporal (Tabela 1).

5.3.2. EUTANASIA E NECROPSIA DOS SUJEITOS CONTROLE E
EXPERIMENTAIS

Ap0s anestesia por injecao intramuscular de quetamina e xilazina aplicada na
dose de 10 e 1 mg/kg, respectivamente, os animais foram eutanasiados mediante a
administracdo de tiopental endovenoso, o qual produziu parada cardio-respiratoria.
Uma vez constatado o 6bito do animal, procedeu-se a necropsia, sendo retirados 0s
seguintes 6rgdos: baco, cerebelo, cérebro, coragdo, figado, intestinos delgado e

grosso, pancreas, pulméo e rim.
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Cabe ressaltar que todos os procedimentos de eutanasia e necropsia foram
realizados por, e sob, a supervisdo de veterinarios credenciados pelo Conselho
Regional de Medicina Veterinaria do Distrito Federal (CRMV-DF). Larissa Borges
Cardozo (CRMV-DF 1967), residente do Hospital Veterinario da Universidade de
Brasilia, esteve encarregada de realizar os procedimentos de anestesia e eutanasia
e Danilo Teixeira Simonini (CRMV-DF 1664), veterinario do Centro de Primatologia
da Universidade de Brasilia, teve a funcéo de administrar o FM, realizar a coleta de

sangue e a necropsia de todos os animais.

5.4. AVALIACAO HISTOLOGICA

5.4.1. PREPARACAO DO MATERIAL E PROCESSAMENTO PARA
VISUALIZAQAO MEDIANTE MICROSCOPIA DE LUZ
Imediatamente apos a retirada de cada 6rgao, os mesmos foram rapidamente
lavados com solucdo salina 0,9% e posteriormente fixados. Um estudo preliminar
determinou que os rins, coracbfes e pulmbes sdo melhor fixados com
paraformaldeido 4% em PBS por trés horas a temperatura ambiente e os demais
orgaos coletados sdo mais bem fixados com fixador Davidson (9 partes de solucdo
Davidson estoque- 400 mL de glicerina, 800 mL de formaldeido 37%, 1200 mL de
etanol 95%, 1200 mL agua destilada- e uma parte de acido acético glacial (Shaw &
Battle, 1957)) durante 24 horas a temperatura de 4°C.
Apos a fixacdo, as amostras foram desidratadas com etanol, em uma série de
concentracdes crescentes (70, 80 e 90%) e trés vezes em etanol absoluto. Em
seguida, as amostras foram diafanizadas ao serem colocadas em uma solucdo 1:1

de alcool e xilol, seguido por trés banhos em xilol puro. Para a inclusdo, o material
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foi submetido a trés banhos de parafina Histosec® (Merck, Alemanha) em estufa a
58°C. Todos os banhos do material nas solucdes e na parafina tiveram uma duracao
de 1 hora cada. Por ultimo, o material foi incluido em blocos de Histosec® moldados
por barras de Leuckhart. Apés a solidificacdo dos blocos de parafina, foi utilizado um
micrétomo Leica® modelo RM2125RT para realizacdo de microtomia. O tipo de
corte realizado foi o semi-seriado, definido aqui pela obtencéo inicial de quatro
cortes, cada um com uma espessura de 5 um, colocados em uma lamina de vidro.
Em seguida, desprezaram-se 10 cortes, cada um com espessura de 10 um. Apos,
cortaram-se mais quatro cortes com espessura de 5 um cada, os quais foram
colocados em outra lamina de vidro, produzindo para cada 6rgdo uma média
aproximada de cinco laminas controle e outras cinco para cada tempo experimental.
Todas as laminas foram mantidas em estufa a 37°C, durante 48 horas, para garantir

uma melhor aderéncia dos cortes.

5.4.2. COLORACOES PARA MICROSCOPIA DE LUZ

Uma vez obtidos os cortes histolégicos, procedeu-se as coloracdes destes
pelos métodos de hematoxilina e eosina (H&E) e de Perls ou azul da Prussia, o
altimo empregado com o objetivo de identificar, em azul, depdsitos
intracitoplasmaticos e intersticiais de Fe*® e visualizar em coloracao rosa os ntcleos
e o citoplasma (Prophet et al., 1992).

As laminas selecionadas foram submetidas a um processo de
desparafinizacdo e hidratacdo, com trés banhos em solucdes de xileno (um minuto
cada), trés de solucbes de etanol 100% (um minuto cada), etanol 90%, 80% e 70%

(um minuto cada). Para a coloracdo com H&E, as laminas foram colocadas primeiro
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no corante hematoxilina, lavadas por um minuto em agua corrente e, posteriormente,
coradas em eosina. Os tempos de coloragdo tanto na hematoxilina como na eosina
variaram dependendo do tipo de tecido sendo corado e de quéao frescas as solucdes
de coloracéo eram.

Para a coloracdo pelo método de Perls (Perls, 1867), as laminas foram
colocadas em agua destilada, duas vezes (um minuto cada), solucdo 1.1 de
ferrocianeto de potassio 10% e acido cloridrico 20% por 30 minutos, um banho de 30
segundos em agua destilada; contra-coradas com solucdo de vermelho neutro 1%
por cinco minutos e submersas em agua corrente por dois minutos.

Depois da coloracdo por qualquer um dos métodos descritos acima, o
material foi desidratado em uma concentragcao crescente de etanol 70%, 80%, 90%,
100% (trés vezes) e xileno puro (trés vezes), geralmente menos de meio minuto nos
banhos de etanol (principalmente para o método de Perls) e um minuto no ultimo
banho de etanol e nos de xileno. Apds o ultimo banho de xileno, as laminas foram
recobertas com laminulas utilizando-se Entellan® (Merck, Alemanha) como meio de

montagem e colocadas para secar em estufa, a 37°C, por 24 horas.

54.3. OBSERVAQAO DO MATERIAL HISTOLOGICO

As laminas histoldgicas foram analisadas ao microscéopio de luz da marca
Leica® modelo DM1000 e documentadas digitalmente mediante o uso de camara
Leica® DFC280, acoplada ao microscépio, e o software Leica® Application Suite

Version 2.7.0 R1 Copyright© 2003-2007, Leica® Microsystems Switzerland Limited.
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5.5, PROCESSAMENTO DO MATERIAL PARA VISUALIZAQAO POR
MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

A utilizacdo do MET teve como objetivo determinar a citolocalizacdo do FM-
DMSA no tecido pulmonar, assim como verificar as possiveis alteracdes
ultraestruturais advindas pela presenca do FM no tecido.

De tal modo, amostras de tecido pulmonar colhidas durante a necropsia foram
imediatamente seccionadas em pedacos de aproximadamente 1 mm?3 e colocadas
em um tubo plastico do tipo Eppendorf® de 1,5 mL contendo aproximadamente 1 mL
de solucéao fixadora de Karnovisky (2% de glutaraldeido, 2% de paraformaldeido, 3%
de sacarose, 0,5 mM de cloreto de célcio e 0,1 M de tampao cacodilato de sédio, pH
7,2). As amostras foram mantidas durante 12 horas a temperatura de 4°C.
Posteriormente, foram efetuadas trés lavagens de 10 minutos cada em 0,1M de
tampéao cacodilato de sodio (pH 7,2). A etapa de pos-fixacéo foi feita por meio da
adicdo de tetroxido de 6smio 1% 1:1 (v/v) a solucdo de ferricianeto de potassio
0,08% e cloreto de célcio 5 mM, diluidos em tampéo cacodilato de sédio 0,1M (pH
7,2) durante uma hora e mantendo as amostras protegidas da luz. Em seguida, as
amostras foram lavadas duas vezes em tampao cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2)
por 10 minutos, sendo entdo submetidas a contrastacédo in block com acetato de
uranila 0,5% diluido em agua destilada e protegido da luz, durante duas horas.
Depois, o material foi lavado duas vezes com agua destilada, por 10 minutos cada.

A sequir, foi iniciado o processo de desidratacdo em série crescente de
acetona (30%, 50%, 70%, 90%) por 15 minutos cada e trés banhos de acetona
absoluta por 10 minutos cada. Apos a desidratacdo, as amostras foram infiltradas
com mistura crescente de resina Spurr® e decrescente de acetona iniciando a

mistura na proporcao (acetona:resina) de 2:1, 1:1, 1:2 e resina pura. Cada infiltracéo
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teve uma duracdo de 12 a 20 horas sendo a Ultima realizada com a resina Spurr®
pura, durante seis horas e mantendo o tubo plastico tipo Eppendorf® aberto para
facilitar a evaporacdo da acetona remanescente. Em seguida, as amostras foram
incluidas em férmas apropriadas de silicone, contendo resina Spurr® pura. O
material foi mantido em estufa a temperatura de 57°C, por aproximadamente 72
horas para, assim, permitir a polimerizacao da resina.

Posteriormente, o material foi seccionado em ultramicrotomo Reichert
Supernova®, utilizando-se navalhas de vidro para a obtencdo de cortes semi-finos
(2-5 um de espessura) e navalha de diamante para cortes ultrafinos (80-100 nm). Os
cortes ultrafinos foram coletados em telas de cobre de 300 mesh e contrastados com
acetato de uranila 3% diluido em agua destilada por um lapso de 30 minutos.
Depois, foram lavados em agua destilada, submetidos a banho em solucéo de citrato
de chumbo saturado por 10 minutos e novamente lavados em agua destilada. Vale
ressaltar que toda a etapa de contrastacdo foi protegida da luz para dessa forma
evitar a precipitacdo dos sais de metais sobre o material.

Finalmente, o material foi analisado no Microscopio Eletronico de
Transmissdo modelo Jeol® 1011C operado a 80 kV para observacdo; fotografia e
captura de imagens pela camara Gatan Digital Micrograph™ 3.11.0 Copyright©

1996-2006. As imagens digitais capturadas foram gravadas em formato TIFF.
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5.6. ANALISE HEMATOLOGICA E BIOQUIMICA DO SANGUE CONTROLE E
APOS ADMINISTRAC}AO INTRAVENOSA DE FM-DMSA

Um quinto macaco-prego juvenil macho foi usado para efetuar os estudos
hematoldgicos e de bioquimica sérica. Esse sujeito experimental ndo foi sacrificado
no final do experimento, possibilitando assim futuras avaliacbes, além das
programadas para constar do presente trabalho. O objetivo deste experimento foi o
de avaliar qualquer tipo de dano hepatico ou renal que poderia advir como
consequéncia da presenca do FM-DMSA no organismo do macaco. Além disso,
pretendeu-se monitorar os niveis de ferro no soro do animal. Portanto, inicialmente,
foi realizada uma coleta sanguinea controle, com o intuito de fazer uma avaliacéo
geral do individuo e obter os parametros de referéncia do animal. Caso o0s
resultados estivessem dentro da normalidade, de acordo com dados por Wirz e
colaboradores (2008), o animal seria entdo considerado apto para ser utilizado como
modelo experimental nessa parte do estudo.

De tal forma, o macaco recebeu uma injecdo intravenosa unica de FM-DMSA,
na mesma dose (8,25 x 10™ nanoparticulas/g de peso corporal) administrada nos
demais animais experimentais que participaram da parte histolégica do presente
trabalho. Em seguida, foram coletadas, via veia femural, amostras de sangue 12h e
7, 15, 30, 60, 90 dias ap0s a administracdo do FM. Para cada coleta de sangue
controle e experimental, o animal foi mantido em jejum de aproximadamente 15
horas e era seguidamente anestesiado via inalatéria com isoflurano (Isoforine da
Cristalia, Brasil). Em cada coleta, foram colhidos 5 mL totais de sangue, a partir dos
quais, separaram-se 2 mL em um tubo Vacuette® com anticoagulante EDTA, para
realizar o hemograma e 3 mL foram colocados em um tubo Vacuette® com gel

separador para determinar os valores bioquimicos do soro. Ambos os tubos foram
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colocados em uma caixa de isopor contendo gelo e dentro do lapso de uma hora
foram levados ao laboratorio de analises clinicas SABIN, situado em Brasilia.

Foram medidos parametros hematolégicos totais (contagem total de
eritrocitos, contagem de leucdcitos, hematocrito, hemoglobina), realizados por
método de automacdo Cell-Dyn 3500 (Abbott Diagnostics, Estados Unidos de
Ameérica). Nas analises bioquimicas, foi determinado o nivel de bilirrubina total,
bilirrubina direta e indireta, transaminase piravica (ALT), gama glutamil transferase
(GGT), fosfatase alcalina, transaminase oxalacética (TGO), desidrogenase lactica,
creatinina e ferro sérico, todos realizados mediante analisador bioquimico ADVIA
1650 (Bayer HealthCare, Estados Unidos de Ameérica). A tabela 2 mostra o tipo de
método utilizado para mensurar cada um dos parametros de analise bioquimica
supracitados. Vale ressaltar que a escolha do método para mensurar os diversos
parametros solicitados e sua possivel modificacdo ou otimizacdo é responsabilidade
do laboratério de analises clinicas SABIN.

Para poder interpretar e analisar os resultados obtidos no hemograma e
bioquimica sérica do macaco-prego, Cebus spp., juvenil foram utilizados os
resultados obtidos de suas proprias amostras controle e os valores de referéncia
obtidos no trabalho publicado por Wirz e colaboradores (2008), onde foram
determinados valores padrdo de hematologia e bioquimica do soro para animais

juvenis da espécie Cebus apella (N=17).
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Tabela 2. Especificacao do tipo de método usado pelo laboratoério de anélises
clinicas Sabin para mensurar 0s varios parametros bioquimicos do soro.

Parametro bioquimico mensurado Método de mensuracao utilizado
Bilirrubina total e fracdes Colorimétrico

Transaminase piruvica (ALT) Cinético optimizado

Gama Glutamil Transferase (GGT) Cinético colorimétrico

Fosfatase alcalina Cinético optimizado U.V.
Transaminase oxalacética (TGO) Cinético optimizado U.V.
Desidrogenase latica Cinético optimizado

Creatinina Colorimétrico (Jaffe)

Ferro sérico Ferrozine
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RESULTADOS

6.1. AVALIACAO HISTOLOGICA DO PULMAO

A morfologia do pulméo, assim como a distribuicdo dos aglomerados de
nanoparticulas magnéticas contidas no FM-DMSA nesse 6rgdo foram avaliadas
mediante ML e MET. A figura 4 mostra fotomicrografias de pulmbes do animal
controle e dos animais experimentais sacrificados 12 horas, 30 e 90 dias apos
administracdo do FM-DMSA.

Tanto as amostras de pulmd@o do animal controle, como as experimentais,
mostraram uma boa preservacdo do tecido e ndo foram visualizadas alteracbes
morfologicas, tais como: anormalidades nas células, locais de necrose, hemorragias
ou qualquer comprometimento estrutural do 6rgédo (Figuras 4 A-D). Porém, no
pulmdo AE12H e AE90D foram vistos alguns processos inflamatorios de pequeno
porte, principalmente proximos aos epitélios do bronquio e bronquiolo; e nas
amostras AE90D também foram vistos em alguns alvéolos. Esses processos
inflamatorios estavam ou ndo associados com a presenca de NPMs (Figura 5). No
caso da amostra AE30D também foram vistos indicios de processos inflamatorios
proximos ao epitélio cubico do bronquiolo, porém, ndo se encontravam associados
as NPMs.

Em relagdo a presenca de NPMs no tecido, para todos o0s tempos
experimentais, foram achadas praticamente em todas as estruturas pulmonares
(Figura 6). No caso do material AE12H corado com H&E, foi vista grande quantidade
de aglomerados de NPMs em todas as estruturas pulmonares: paredes alveolares,
alvéolos, na cartilagem hialina (tanto nos condrécitos, como na matriz e pericéndrio),

na parede de vasos, junto com hemacias dentro de vasos, em algumas regides
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perivasculares, no musculo liso da parede do brénquio, no tecido conjuntivo e no
epitélio cubico do bronquiolo, no epitélio pseudoestratificado cilindrico ciliado do
brénquio, em algumas glandulas seromucosas, no interior de alguns macrofagos e
no limen do brénquio.

Ao analisar as laminas AE30D coradas com H&E e Perls, foi observada a
presenca de muitos aglomerados pequenos de NPMs dispersos (Figura 4 C) em
todas as estruturas pulmonares supracitadas para AE12H. J& os resultados para as
laminas de AE9OD demonstraram, na sua maioria, que as NPMs encontravam-se na

forma de poucos aglomerados (Figura 4 D).

Ny e e
n . 80 e e 4 e
N N S
LY :,,‘i.‘ L4 Van % 4 i ﬂbhﬂ 4
y O P TN f;!‘ei 1
. L o - " Yl i
é-L ’ ?,' », L ‘ ’N \ *I _ ‘ .
- ! A NI \
(. (08 ¥ L 4!_&&, -
Ny W AT L i S Uaae
PR R rd ' > ) AR
(lnge o g‘.' S ] _J‘ "‘ %‘*
- $ s BCAR. P N o
o ~. \ H al ‘\'-. , _“’
o 50 pm § » N o, 0 pm
4. - e i .\"."a-" -". J‘ -.“L
/4 4 N\F i
N\
PR “ - §. /=~
g 7 NP 4" < .
¥ Y i /
. §%8. Zm
\ ‘«,‘ }(” 532 - ‘}
e f Bt
.-ﬁ o ”--}":a I'Q' \
o3 s o Ky
1’_/ 7 & " 1%:11 10pm

Figura 4. Fotomicrografias de seccdes de pulmdes de macaco-pr ego.
Controle (A) e 12 horas (B), 30 (C) e 90 dias (D) apds administragdo do FM-
DMSA. Observar a presenca de NPMs indicadas por setas. Notar que nos
menores tempos experimentais, existem menos aglomerados de NPMs no tecido e
gue conforme avancaram 0s tempos experimentais, o acumulo de NPMs tornou-se
mais raro. Coloracéo : H&E 40
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Além disso, as laminas correspondentes para o tempo experimental 90 dias
diferem em relacdo aos demais tempos experimentais, no sentido de que os
aglomerados observados foram vistos em um numero menor de estruturas, nao
sendo encontrados nos condrocitos, nem no epitélio cubico do bronquiolo. De tal
forma, pode-se dizer que foi observada uma clara correlacdo direta entre a
guantidade de NPMs presentes nos tecidos e o tempo experimental, mostrando que
conforme o tempo experimental aumentou, menos aglomerados de NPMs foram

vistas e estavam presentes em um numero menor de estruturas pulmonares.
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Figura 5. Fotomicrografias de secg¢Ges de tecido pulmonar de AE90D,
mostrando com setas grossas a presencga de processos inflamatérios em: A) tecido
conjuntivo préximo ao epitélio pseudoestratificado do brénquio; B) parénquima
pulmonar; C e D) no tecido conjuntivo proximo ao epitélio cubico do bronquiolo. Em
A, o foco inflamatério ndo se encontra associado as NPMs, enquanto que em B-D,
a alteracdo morfolégica conta com a presenca de NPMs em coloracdo marrom
castanho (B e C) e azul (D) (seta finas e curtas). Coloragédo: A-C=H&E; D= Perls.
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Figura 6. Seccdes histolégicas de pulmdo de macaco-prego mo  strando
aglomerados de NPMs (setas) em diversas estruturas pulmonares para diferentes
tempos experimentais. A) NPMS no epitélio cubico do bronquiolo (AE12H); B) NPMs
fagocitadas por um macréfago no alvéolo (AE30D); C) NPMs no epitélio
pseudoestratificado cilindrico ciliado do brdénquio, no tecido conjuntivo e nas glandulas
seromucosas (AE30D); D) NPMs possivelmente no endotélio do vaso sanguineo
(AE9OD). E) NPMs em condrdcitos e matriz da cartilagem hialina (AE30D); F) NPMs no
pericondrio (AE12H). Coloragéo : H&E.
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6.2 ESTUDO DA BIODISTRIBUIQAO E BIOCOMPATIBILDADE D E FM-DMSA NO
TECIDO PULMONAR MEDIANTE MET

A visualizacdo da ultraestrutura de laminas controle (Figura 7 A e B) e
experimentais [Figura 7 (C e D), 8 e 9] do tecido pulmonar de macaco-prego
revelaram uma morfologia normal, apresentando espacos alveolares divididos por
septos interalveolares. No interior dos septos, foram visualizados inUmeros capilares
sanguineos, alguns densamente compactados e outros com presenca de eritrocitos,
plasma e leucécitos no seu interior. Os capilares se encontravam recobertos em
ambos os lados por uma barreira hematoaérea, composta mais externamente pelo
epitélio alveolar com pneumdécitos do tipo | e pneumacitos do tipo Il, uma lamina
basal e mais internamente, o capilar estava diretamente recoberto por endotélio. No
parénquima pulmonar, também foi possivel observar tecido conjuntivo frouxo com

fibras colagenas, sendo mais espessas em algumas regides.

A analise da ultra-estrutura de todas as amostras experimentais revelou a
presenca de aglomerados de NPMs de diversos tamanhos. No caso da amostra
AE12H, esses aglomerados foram observados junto com fibras colagenas
localizadas no parénquima pulmonar (Figura 7 C) e dentro de vesiculas em células
endoteliais (Figura 7 D). No caso da amostra AE30D, os aglomerados de NPMs-
DMSA foram visualizados no citoplasma de células do endotélio (aglomerado nao
envolto por membrana) (Figura 8 A); dentro de lisossomos localizados
provavelmente no citoplasma de plaquetas (Figura 8 B); em macrofago alveolar,
tendo aglomerados tanto livres no seu citoplasma como envoltos por membrana
(Figura 8 C) e no interior de hemacias (Figura 8 D). J& na amostra AE9OD, a andlise

revelou a presenca de aglomerados de NPMs dentro de lisossomos situados no
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citoplasma de provaveis plaguetas (Figura 9 A) e no interior de vacuolo em

macréfago alveolar (Figura 9 B).

Figura 7 . Eletronmicrografias de pulmdo de macaco-prego, cont role (Ae B) e 12
horas ap6s a administracdo de FM-DMSA (C e D). Em A e B, observar a integridade
e morfologia normal do tecido, mostrando espacgos alveolares divididos por septos
interalveolares recobertos em ambos lados pela barreira hematoaérea e internamente
contam com capilares sanguineos com eritrocitos, plasma e leucdcitos. Notar no
parénquima pulmonar a presenca de tecido conjuntivo frouxo com fibras colagenas,
sendo mais espessas em algumas regides. Em C, presenca de FM associado com
fibras colagenas no parénquima pulmonar. Em D notar FM dentro de vesiculas em
células endoteliais. Barra de escala: A e B: [5 um]; C e D: [2 um e na imagem em
destaque = 0.2 um].
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Figura 8. Micrografias eletronicas de pulmdo de macaco-prego 30 dias apos a
administracdo de FM-DMSA. Foi observada a presenca de aglomerados de NPMs
em: citoplasma de células do endotélio (A); dentro de lisossomos no citoplasma de
plaquetas (B); macrofago alveolar, tendo aglomerados tanto livres no seu citoplasma
como envoltos por membrana (C); e no interior de hemacias (D). Barra de escala: A: [1
pKm e na imagem em destaque = 0.2 um]; B e C: [2 um e na imagem menor = 0.2 um;
D: [0.5 um e na imagem em destaque = 0.2 um].
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Figura 9. Eletronmicrografias de pulmdo de macaco-prego 90 di  as apds a
administracdo de FM-DMSA. Aglomerados de NPMs foram visualizados dentro de
lisossomos situados no citoplasma de provaveis plaguetas (A) e no interior de vacuolo
em macrofago alveolar (B). Barra de escala: A: [2 um e na imagem menor, = 0.2
pm]; B: [1 um e na imagem em destaque, = 0.2 um].

6.3. AVALIACAO HISTOLOGICA DO FiIGADO

O figado do animal controle apresentou suas caracteristicas histolégicas
tipicas normais. Em menor aumento, foi evidente a organizacdo do figado em
unidades estruturais conhecidas como l6bulos hepaticos, apresentando um formato
mais ou menos hexagonal, intimamente justapostos uns aos outros. Nos cantos dos
I6bulos, foram observados espacos porta que apresentavam no seu interior uma
vénula e uma arteriola (ramos da veia porta e da artéria hepatica, respectivamente),
um ducto biliar e vasos linfaticos, envoltos por uma bainha de tecido conjuntivo. No
centro de cada lébulo, observou-se uma veia centrolobular. Cada lébulo estava

constituido por corddes de hepatdcitos dispostos radialmente e separados por
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sinusodides hepaticos, com suas paredes revestidas por células endoteliais tipicas,
além da presenca de células de Kupffer no seu interior (Figura 10 A e B).

Assim como no material controle, nas laminas AE12H e AE30D, a morfologia
hepatica mostrou-se inalterada, ndo tendo sido observado qualquer indicio de
processo inflamatorio ou comprometimento estrutural do érgdo. Cabe ressaltar que,
tanto os sinusodides, como 0s espacos perisinusoidais de Disse mostraram uma
largura normal. Ao mesmo tempo, assim como na amostra controle, os hepatdcitos
das amostras experimentais apresentaram um aspecto heterogéneo (Figura 10 C e
D). J4 para a amostra obtida 90 dias ap6s a administracdo do FM-DMSA, foi
claramente observado um grande espaco entre o corddao de hepatécitos e o
endotélio sinusoidal, indicativo que houve um aumento na &area ocupada
normalmente pelo espaco de Disse (Figura 10 C e D).

A coloracédo de Perls permitiu identificar em azul todos os depdésitos de Fe (l11)
presentes no tecido hepatico. Em todas as laminas experimentais, foram vistos
depdsitos azuis nos hepatocitos (Figura 11 B-F), principalmente nos mais proximos
aos espacos porta e veias centrolobulares (Figura 11 C, D), sendo mais
intensamente corados em AE12H (Figura 11 B) e distribuidos em grande parte do
tecido em AE30D (Figura 11 C). Nas laminas experimentais de figado, depdsitos
azuis foram também observados no tecido conjuntivo interlobular, intensamente
corado em torno de alguns ductos biliares no caso da amostra AE30D (Figura 11 C).
Para esse mesmo tempo experimental, também foram observados alguns
aglomerados nos sinuséides (Figura 11 E). Nas laminas para o AE90D, acumulos

azuis foram vistos no espaco de Disse (Figura 11 F) e também junto de hemécias.
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Figura 10. Fotomicrografias de seccdes de tecido hepético de macaco-prego
coradas mediante método de H&E. Observa-se que tanto nas laminas preparadas
para o animal controle, ilustradas pelas figuras A e B, e nas laminas experimentais
AE12H e AE30D (dados nao mostrados) é observado o tipico padrédo estrutural do
figado, com sinuséides e espaco de Disse de largura normal e hepatdcitos com
aspecto heterogéneo tipico. Porém, no caso das laminas de AE90D, ilustradas nas
figuras C e D, observa-se um espaco bastante evidente entre toda a extensdo dos
corddes de hepatécitos e o endotélio sinusoidal (setas), o que indica um provavel
aumento na area ocupada pelo espago de Disse. Os hepatdcitos das laminas AE90D
mostram um aspecto normal.
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Figura 11. Fotomicrografias de cortes histolégicos de figado de
macaco-prego, mostrando a distribuicdo de Fe (Ill) no 6rgao, apés a
administracdo de FM-DMSA. Controle (A) e experimentais, 12 horas (B),
30 (C-E) e 90 dias (F). Em A: morfologia normal do tecido hepético e em B-
F: distribuicdo tecidual de aglomerados de Fe (Ill) corados em azul,
observados nos corddes de hepatdcitos em todos os tempos experimentais;
no tecido conjuntivo interlobular, principalmente em volta do ducto biliar (C);
nos hepatocitos e sinuséides mais proximos da veia centro-lobular (D); nos
sinuséides (E); no espago de Disse (F). Notar a diminuicdo de aglomerados
de NPMs (em azul) conforme avangou o tempo experimental. Coloracao:
A= H&E e B-H=método de Perls.
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6.4. AVALIACAO HISTOLOGICA DO RIM

Os cortes histoldgicos de rim apresentaram-se dentro dos padrdes normais
tanto para o animal controle, como para 0s experimentais, uma vez que na analise
ao microscopio de luz, foi observado mais externamente uma capsula de tecido
conjuntivo denso e mais internamente uma zona cortical seguida por uma zona
medular. Na zona cortical, foram visualizados os corpusculos renais ou de Malpighi
(glomérulo e capsula de Bowman), os tabulos contorcidos proximais e os tubulos
contorcidos distais. Ja na zona medular foram observados a al¢a de Henle e o ducto
coletor. A figura 12 mostra fotomicrografias em pequeno aumento das laminas
experimentais (B-D) coradas pelo método de Perls, evidenciando que quanto menor
o tempo experimental, maior € o acumulo de NPMs no tecido.

No caso das laminas de AE12H, coradas pelo método de Perls, foi vista a
presenca de aglomerados de NPMs principalmente na zona cortical renal,
principalmente nos tubulos contorcidos proximais (tanto na luz dos mesmos como no
citoplasma celular do epitélio) (Figura 13 A, B, D) e na regido de transicdo entre a
zona cortical e a zona medular (provavelmente nos tabulo coletores) (Figura 12 B).
Além dessas estruturas, foram encontrados alguns aglomerados de NPMs na luz de
vasos sanguineos e nos capilares dos glomeérulos (Figura 12 C) .

As laminas correspondentes para AE30D coradas pelo método de Perls
mostraram tubulos contorcidos proximais corados em azul tanto no epitélio, como na
luz dos mesmos (Figura 14 A). Ja no caso das laminas preparadas para AE90D, foi
visto que os aglomerados de NPMs foram fracamente corados em azul e
visualizados principalmente na luz dos tubulos contorcidos proximais, no polo

urinério (Figura 14 B) e nos capilares glomerulares.
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Figura 12. Fotomicrografias de cortes histolégicos de rim de m acaco-prego
mostrando uma visdo geral de lamina controle (A) e laminas experimentais, 12 horas (B), 30
(C) e 90 dias (D) apo6s injecdo de FM-DMSA. Observar em B a grande quantidade de
aglomerados de NPMs intensamente corados em azul. Notar que conforme o tempo
experimental avangou, os aglomerados de NPMs corados em azul diminuiram. Coloragéo:
A= H&E e B-D=método de Perls.
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Figura 13. Fotomicrografias de cortes histolégicos de rim de m acaco-prego
AE12H. Em (A) observa-se grande acumulo de Fe (Ill), numa visdo geral e em maior
aumento (B), no epitélio dos tubulos contorcidos proximais. Em (C) temos pequenos
aglomerados de NPMs (setas) localizados na luz de artéria, nos capilares glomerulares
e no tecido intersticial. (D) mostra grupos de tlbulos contorcidos proximais com grande
guantidade de NPMs. Coloragcdo: método de Perls.
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Figura 14. Fotomicrografias de rim de macaco-prego obtido 30 (  A) e 90 dias (B)
apos administracdo de FM-DMSA. Observam-se aglomerados de NPMs (setas) em
(A) tanto no epitélio como na luz dos tdbulos contorcidos proximais e em alcas de
Henle; (B) na luz dos tubulos contorcidos proximais, no polo urinario e em capilares
glomerulares. Coloragédo: método de Perls.

6.5. AVALIACAO HISTOLOGICA DO BACO

A analise das amostras controle e experimentais do tecido esplénico, coradas

mediante técnica de H&E, revelou uma morfologia normal e integra, mostrando uma

capsula de tecido conjuntivo denso que envolve o 6rgdo e emite uma série de

trabéculas que dividem o parénquima ou polpa esplénica. No parénquima, observou-

se arteriolas e areas esbranquicadas descontinuas (nddulos linfaticos), que formam

a polpa branca e areas com tecido vermelho escuro, que compdem a polpa

vermelha com seus corddes e seios esplénicos (Figura 15 A). Cabe ressaltar que no

caso da amostra AE30D, foi visualizada grande quantidade de hemacias oxidadas.
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Mediante a técnica de coloracdo de Perls, foi possivel observar tanto nas
laminas de AE12H e AE30D a presenca de aglomerados de NPMs localizados no
tecido conjuntivo das trabéculas (Figura 15 B), no tecido conjuntivo em volta de
arteriolas (Figura 15 C) e na polpa branca e vermelha (Figura 15 D-F). J4 no caso
das laminas para o tempo experimental 90 dias, tais aglomerados foram vistos na

polpa vermelha e branca e no tecido conjuntivo em volta de vasos.
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Figura 15 . Fotomicrografias de baco de macaco-prego . Controle (A), 12 horas (B e
C) e 30 dias (D-F) ap6s a administragdo de FM-DMSA. Aglomerados de NPMs corados
pelo método de Perls foram observados no tecido conjuntivo de trabéculas nas amostras
AE12H (B) e AE30D (dado ndo mostrado); em tecido conjuntivo em volta de vasos (C);
na polpa branca e vermelha (D), em detalhe em E (polpa branca) e F (polpa vermelha)
em todos os tempos experimentais. Coloragéo : A= H&E e B-F=método de Perls.
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6.6. NPMs NOS DEMAIS ORGAOS DE ESTUDO

A andlise histolégica dos demais o6rgdos coletados, a saber: cerebelo,
cérebro, coracao, intestinos delgado e grosso e pancreas; revelou uma presenca
infima de NPMs no parénquima desses 6rgdos, de modo que, tais resultados néo
teriam nenhum significado de importancia terapéutica e, portanto, ndo estéao

apresentados aqui.

6.7. EFEITO DA ADMINISTRACAO DE FM-DMSA NA HEMATOLO GIA E
BIOQUIMICA SERICA

Visando determinar qualquer tipo de inflamacdo, comprometimento do
sistema imune, alteracdo no funcionamento hepatico e/ou renal e analisar o nivel de
ferro no organismo do macaco-prego apos administracdo de FM-DMSA, foram
realizados exames hematolégicos e de bioquimica sérica. Foram colhidas uma
amostra controle e uma amostra para cada um dos seguintes tempos experimentais:
12 horas, 7, 15, 30, 60 e 90 dias. Cabe ressaltar que todos os dados obtidos
correspondem a um unico animal experimental, sendo representativos somente para
as condicOes dadas para esse sujeito especificamente. Os valores de referéncia
foram obtidos a partir de trabalho publicado por Wirz e colaboradores (2008), onde
foram determinados os valores padrdo de hematologia e de bioquimica sérica para
animais da espécie Cebus apella (N=17). Vale ressaltar que a amostra para analise
hematoldgica correspondente para o tempo experimental de 12 horas, foi descartada

devido a complicagdes no momento da sua obtencéo.

55



Resultados

6.7.1. HEMATOLOGIA

Ao analisar os resultados do eritrograma, foi observado que, tanto para os
valores controle, como experimentais, o numero de hemacias, concentracdo de
hemoglobina e hematdcritos se encontravam normais, ou seja, dentro dos valores de
referéncia (Tabela 3).

Na andlise do leucograma, os niveis de leucécitos tiveram uma tendéncia de
reducdo durante o andamento do experimento, no entanto, sempre permaneceram
dentro dos valores de referéncia considerados como normais (Tabela 3). Porém,
cabe ressaltar que, principalmente nos dias experimentais 15° e 90° houve uma
diminuicdo na contagem de leucocitos de aproximadamente 35% e 37,5%,
respectivamente. Essa redugdo ocorreu principalmente no nimero de linfécitos e
monaocitos. No caso dos valores experimentais e controle para os linfocitos, apesar
de que se encontraram dentro do normal em relagdo ao valor de referéncia, ao
compararmos o0s valores experimentais com o fisioldgico individual aqui
demonstrado pela amostra controle, observa-se que no caso do tempo experimental
de 90 dias houve uma diminuicdo acentuada de aproximadamente 56% na
quantidade de linfocitos. Os mondcitos também apontaram um comportamento
semelhante, estando seus valores experimentais e controle dentro do normal,
porém, observaram-se diminui¢cdes acentuadas nos seus valores experimentais em
relacdo ao valor controle. Por exemplo, foi vista uma diminuicdo de 67,5% para o
tempo experimental de 15 dias; 58,75% para o tempo experimental de 30 dias e
para o tempo experimental 90 dias, foi mostrada uma diminuicdo de 58%. Também,
ao comparar os valores de 60 e 90 dias, nota-se que em um periodo de somente um

més, a contagem de mondcitos caiu em 63%.
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Tabela 3. Valores hematolégicos para amostras controle e expe rimentais de macaco-prego ap6s administracdo de FM- DMSA. N=1.
Valores de referéncia obtidos a partir de Wirz e colaboradores (2008).
Valor de Controle 7 dias 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias
referéncia
Eritrograma
Hemacias (10°/mm°) 4,40 - 6,57 5,84 4,97 5,13 5,75 5,86 6,07
Hemoglobina (mg/dl) 10,70 - 14,80 13,6 11,2 12,6 13,2 13,9 13,8
Hematdcrito (%) 29 - 44,70 42,2 35,9 39,1 41,7 43,4 43,5
Leucograma
Leucdcitos (10°/mm?) 3-11,90 8 8,1 5,2 6,6 6,8 5
Linfécitos (% e 10%/mm?®) 12% - 60% 68 5,44 56 4,536 72 3,744 50% 3,300 | 53 3,604 | 48 2,400
Eosindfilos (% e 103/mm?) 0% - 5% 1 80 1 81 0 0 1 66 1 68 0 0
Basodfilos (% e 10°/mm°) 0% - 1% 2 160 1 81 1 52 1 66 0 0 1 50
Mondcitos (% e 10°/mm?®) 0% - 10% 6 480 7 567 3 156 3 198 8 544 4 200
Neutréfilos (% e 103 /mm?®) 40% - 84% 23 1840 35 2835 24 1248 44 2904 38 2584 46 2300
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6.7.2. BIOQUIMICA SERICA

6.7.2.1. ENZIMAS HEPATICAS

Com a intencdo de analisar o funcionamento do figado, foram dosadas as
seguintes enzimas de origem hepatica: fosfatase alcalina (FA), transaminase
glutdmico piravica (ALT), gama glutamil transferase (GGT), bilirubina total (direta e
indireta), transaminase glutdmico oxalacética (TGO) e desidrogenase lactica (LDH).
Dentre os parametros analisados, somente a GGT teve valores diferentes dos de
referéncia (37-94 U/L) considerados como normais, apresentando resultado de 32
U/L para os tempos experimentais de 15, 30 e 60 dias.

Nenhum dos resultados obtidos para as enzimas hepaticas mostrou valores
acima do nivel superior de referéncia para cada um dos parametros estudados
(Tabela 4). Porém, a partir do 15° dia ap6s a administracdo do FM-DMSA, foi

observado um aumento gradativo e continuo nos valores da FA sérica.

6.7.2.2. ENZIMA RENAL

Para analisar qualquer comprometimento funcional que levasse a insuficiéncia
renal, foi dosada a creatinina plasmatica. Estes resultados tiveram a tendéncia de
variar entre os valores de 0.7 e 0.9 mg/dL, mantendo-se sempre dentro dos valores

de referéncia (0.4-1.13 mg/dL) normais (Tabela 4).
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Tabela 4. Valores obtidos na dosagem de algumas enzimas de or igem hepética e
renal, e do ferro sérico para amostras controle e e  xperimentais de macaco prego apés
ter recebido injecdo de FM-DMSA. N=1. Valores de referéncia obtidos a partir de Wirz e
colaboradores (2008).

Parametros Valor de referéncia  Controle 12 horas 7dias 15dias 30 dias 60 dias 90 dias

Bilirrubina total e fragBes

Bilirrubina totais (mg/dL) 0.04-0.57 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2 0.2
Bilirrubina direta (mg/dL) 0.0 0.0 00 0.0 0.0 0.1 0.1
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0.1 0.1 0.1 0.1 01 0.1 0.1
Transaminase glutamico pirdvica (TGP) (UIL) 27-86 42 34 39 35 41 45 53
Gama Glutamil Transferase (GGT) (UL) 3794 47 42 45 32 32 32 38
Fosfatase alcalina (FA) (UIL) 110-891 155.0 164 136 183 217 245 467
Transaminase glutamico oxalacética TGO (UIL) 42-116 59 63 64 55 45 65 69
Desidrogenase lactica (UIL) 271732 289 ¥ 3L 413 185 532 356
Creatinina mg/dL 04-1.13 0.7 0.7 0.9 0.9 09 0.7 0.7
Ferro sérico pg/dL 35-198 104 61 95 129 65 162 97

6.7.2.3. NIVEIS DE FERRO SERICO NO ORGANISMO

Com a intencdo de avaliar a possibilidade de toxicidade férrica aguda
decorrente da presenca do FM-DMSA injetado, foi mensurado o ferro sérico. Ao
compararmos tanto o valor controle, como o0s experimentais, com os valores de
referéncia, foi observado que se mantiveram dentro do considerado como normal.
Ao confrontar os valores experimentais com o fisiolégico individual, aqui
demonstrado pela amostra controle, observou-se que os valores oscilaram no
decorrer do experimento, mostrando um aumento de 24% e 55% nos tempos

experimentais de 15 e 60 dias, respectivamente (Tabela 4).
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6.8. SINAIS CLINICOS NOS ANIMAIS EXPERIMENTAIS

As observacdes clinicas consideradas englobaram possiveis mudancas
comportamentais e perda do apetite. Segundo Heidel e colaboradores (2007) e Kim
e coautores (2005), esses sao parametros utilizados para adicionalmente avaliar a
possivel toxicidade de nanomateriais. Durante o decorrer dos experimentos, nenhum
dos animais injetados com FM-DMSA demonstrou alteragcdes comportamentais, tais

como: apatia, agressividade, ansiedade ou estresse.

Em relacdo a ingestdo de alimentos em todos os animais experimentais, ndo
foi registrada anorexia. Para analisar a ingestdao alimentar de uma forma mais
detalhada, o peso do animal que participou do estudo hematolégico e bioquimico foi
monitorado, mostrando que ao compararmos 0 maior e 0 menor dos valores obtidos
no decorrer do experimento, houve uma variagdo entre 2.455 e 2.050 g, o que
representa uma queda de 16.5% em relagdo ao peso inicial. Porém, vale ressaltar
gue a partir do 15° dia experimental, o peso do animal mostrou um aumento

gradativo, o que indica uma tendéncia de recuperacéo (Tabela 5).

Tabela 5. Monitoramento do peso de macaco-prego (Cebus spp.) 12 horas até 90
dias apds administragdo de FM-DMSA.

Tempo experimental Peso (g)
12 horas 2.455

7 dias 2.215

15 dias 2.050

30 dias 2.075

60 dias 2.295

90 dias 2.230
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DISCUSSAO

Trabalhos recentes mostraram que, em camundongos, NPMs a base de
magnetita recobertas com dextran possuem afinidade essencialmente pelo figado e
baco, ndo tendo sido observadas no tecido pulmonar (Lacava et al., 2002).
Nanoparticulas de magnetita recobertas com acido citrico (Garcia, 2002) ou com
acido poliaspartico (Sadeghiani, 2004), mostraram preferéncia pelo figado, baco e
pulméo, nessa ordem. Ja as recobertas com acido glucémico acumularam-se em
grande quantidade no pulmao, pouco no figado e ndo foram observadas no baco
(Barbosa, 2004). Nanoparticulas de maguemita recobertas com fosfato (Portilho-
Corréa, 2007) mostraram uma deposicao preferencial no tecido pulmonar, seguida
pelo figado e baco. Ja as recobertas com polimeros de albumina depositaram-se
apenas nos pulmdes, ndo tendo sido observadas NPMs no figado ou baco
(Estevanato, 2008). Diferentemente, foram observadas NPMs de maguemita
recobertas com uma bicamada de acido laurico somente no pulmao nas primeiras 24
horas apos a injecdo e nos periodos de tempo maiores, foram observadas também
no figado e baco (Chaves, 2008). A biodistribuicdo de NPMs a base de magnetita
recoberta com DMSA, em camundongos, também j& foi estudada e revelou-se, por
meio de ressonancia magnética (Garcia, 2005; Chaves et al., 2002) que,
inicialmente, hd uma deposicdo maior de NPMs no tecido pulmonar, mas que a partir
do sétimo dia, o acumulo de FM-DMSA € maior no figado, sendo que atingiu um
valor seis vezes maior que no pulmao apés 30 dias da administracao intravenosa
das NPMs. O baco mostrou-se ser um 6rgdo também depositario de NPMs-DMSA,

porém em uma quantidade menor.
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No presente trabalho, foram administradas NPMs a base de maguemita
recobertas pelo estabilizante DMSA com a intencdo de avaliar a sua biodistribuicéo,
biocompatibilidade e possivel toxicidade em uma espécie de primata ndo-humano.
Uma vez injetadas intravenosamente, as NPMs entraram na corrente sanguinea
para depois serem distribuidas nos o6rgdos e tecidos periféricos do organismo.
Dentro do compartimento vascular, as NPMs entram em contato com células
endoteliais e sanguineas, plaquetas, fatores de coagulacéo e proteinas plasmaticas.
Dependendo da carga e tamanho, as NPMs podem ser adsorvidas ou opsonizadas.
Esses processos, além de aumentar o reconhecimento das NPs pelo sistema imune
do organismo injetado, também aumentam o tamanho efetivo da particula ou o seu
didmetro hidrodinamico (DH), o qual é maior em comparacdo com a mesma NPM
usada em estudos in vitro O DH afeta a remocédo das NPMs a partir do sangue e
influencia a biodistribuicdo no organismo (Longmire et al., 2008).

A monocamada celular do endotélio vascular atua como uma barreira
dindmica semi-seletiva que regula o transporte de fluidos e macromoléculas entre o
compartimento vascular e o espaco extracelular (Csortos et al., 2007). De acordo
com Choi e colaboradores (2007), a estrutura do endotélio varia, dependendo da
regido do organismo, sendo que o tamanho efetivo dos poros no endotélio intacto
normal é de aproximadamente 5 nm. Assim, particulas com tamanhos menores que
5 nm apresentam um rapido equilibrio entre o espaco intravascular e o parénquima
do 6rgao. No presente estudo, ao terem sido utilizadas particulas com um diametro
maior que 5 nm, esperou-se uma circulacdo destas por periodos mais prolongados
devido ao transporte lento através do endotélio. No entanto, Chaves e colaboradores
(2002) demonstraram que, em camundongos, o FM-DMSA é rapidamente retirado

da circulacdo, mesmo com particulas de diametro de 9 nm. Adicionalmente, os
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resultados de ferro sérico do presente trabalho demonstram que, de fato, ndo houve
grande diferenca na dosagem do mesmo nos diferentes tempos experimentais,
indicando que o FM-DMSA ¢é rapidamente removido da circulacdo. O fato de ja 12
horas ap0s a injecdo de FM-DMSA, 6rgdos como pulmao, figado e rim apresentaram
grande quantidade de FM-DMSA, demonstra claramente que os mesmos foram
sequestrados por esses 0rgaos.

A modificacdo do tamanho e superficie quimica das NPMs pode alterar
significativamente as propriedades cinéticas in vivo (Longmire et al., 2008).
Considerando assim o tamanho das NPMs utilizadas no presente estudo, pode-se
dizer que a preferéncia inicial de deposicdo no tecido pulmonar, poderia ser
explicada por um processo fisico. De tal modo, logo apos a injecéo intravenosa do
FM-DMSA, este seria levado aos pulmdes e uma boa parte das NPMs ja ficariam
mecanicamente retidas nesse 6rgao devido ao diminuto calibre de seus capilares,
conhecidamente reconhecidos como os menores do organismo. Considerando a
cobertura estabilizante utilizada, outra explicacdo para o grande acumulo de NPMs-
DMSA no pulméo seria que os grupos -SH da cobertura poderiam estar sendo
atraidos por moléculas da superficie endotelial dos capilares pulmonares e ficariam
entdo quimicamente retidos. Nenhuma das duas hipdteses foi testada até o
presente. Assim, a aparente preferéncia do FM-DMSA pelo tecido pulmonar é uma
caracteristica que lhe favorece na hora de pensar em utiliza-lo para uma entrega
especifica de farmacos, pois o farmaco associado seria capaz de alcancar a
circulacao sistémica mediante a sua absorcéo pela fina camada de células epiteliais
(Patton e Byron, 2007; Patton et al., 2004) e assim ser depois distribuido no tecido

pulmonar.
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No caso do presente estudo, os resultados de biodistribuicdo nos pulmdes
dos macacos-prego mostraram que houve uma correlacdo direta entre a frequéncia
de aglomerados de NPMs observados nos tecidos e o tempo experimental,
mostrando que conforme o tempo experimental aumentou, menos aglomerados
foram vistos e estavam presentes em menos estruturas pulmonares. Uma possivel
explicacdo para esse achado é que ao administrar intravenosamente o FM,
inicialmente muitas das NPMs-DMSA se depositaram no tecido pulmonar e conforme
o tempo experimental foi avancando, migraram para outros orgaos, havendo uma
redistribuicdo. Esse processo de redistribuicdo foi sugerido, em camundongos, por
Garcia (2005), que observou a diminuicdo do acumulo de NPMs-DMSA no pulméo e
um aumento destas no figado.

Em relacdo a biodistribuicdo de FM-DMSA nos tecidos de estudo, o tecido
pulmonar apresentou a presenca de NPMs-DMSA no epitélio cubico simples de
bronquiolos, no epitélio pseudoestratificado ciliado de brénquio, no interior de
macrofagos, assim como na luz de brénquio e alvéolos, o que sugere que as NPMs
foram internalizadas, como também, podem ter sido eliminadas pelas vias aéreas.
Resultado similar, com excecédo da observacdo de NPMs na luz de brénquios e no
seu epitélio, foi mostrado em trabalho por Garcia (2005) em camundongos injetados
com NPMs a base de magnetita recobertas com DMSA.

Entre as estruturas do tecido pulmonar analisadas, cabe ressaltar a presenca
de NPMs na cartilagem hialina, o que levanta a questdo de como as NPMs
conseguiram se acumular nessa estrutura, lembrando que o tecido cartilaginoso é
desprovido de vasos sanguineos. De tal forma, o achado de NPMs no pericondrio,
matriz e condrocitos sugere que as NPMs utilizaram o mesmo mecanismo pelo qual

0S nutrientes sdo transportados pelo sangue através do pericondrio e depois

65



Discussao

penetram na matriz da cartilagem e chegam até os condrécitos mais profundos. De
acordo com Jungueira e Carneiro (2008), os mecanismos dessa movimentacao de
moléculas ocorre principalmente por meio do processo de difusdo. Um dado que
reforca essa possivel explicacdo, relaciona a semelhanca de tamanhos entre as
NPMs e as macromoléculas, lembrando que a NPM usada nesta pesquisa possui
um diametro de 5,3 nm e os acgUcares, aminoacidos e nucleotideos contam com um
tamanho aproximado entre 0,5-1 nm e as proteinas globulares possuem um
tamanho aproximado entre 2-10 nm (Alberts et al., 1997). O raro achado de NPMs-
DMSA na cartilagem hialina avascular do pulméo, aponta a necessidade de explorar
mais a fundo esse aspecto, visando a sua futura aplicacdo meédica para o tratamento
de doencas pulmonares que afetam a cartilagem.

As andlises conduzidas no tecido pulmonar mediante MET permitiram
citolocalizar as NPMs-DMSA, o que possibilitou detalhar de melhor maneira o tipo de
mecanismo usado pelas NPs para se movimentar dentro do tecido. A observacéo de
muitas vesiculas de transporte e a presenca de aglomerados de NPMs dentro de
algumas dessas vesiculas em células endoteliais para o tempo experimental de 12
horas, sugere que as NPMs se encontravam em movimento mediante o processo de
transcitose, no qual, receptores na superficie de células epiteliais polarizadas
transportam macromoléculas, a partir de um espaco extracelular para outro (Alberts
et al., 1997). De fato, resultados do presentes estudo mostraram que NPMs-DMSA
encontravam-se nao apenas no lumen dos vasos ou dentro de células, como
também associadas a fibras coladgenas do tecido conjuntivo do parénquima
pulmonar, o que reforca a hipétese do movimento de NPMs entre os compartimentos

pulmonares.
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Observacfes mediante MET também permitiram identificar NPMs-DMSA
internalizadas em macrofagos alveolares nos tempos experimentais de 30 e 90 dias,
o0 que indica que as NPMs foram fagocitadas para serem entdo degradadas.
Segundo Weiss e colaboradores (1995), existe um sistema autoregulador nos
macrofagos e mondcitos, vinculando a manutencdo da homeostase do ferro nas
células com as funcbes imunes celulares. A microscopia eletronica de transmissao
também revelou NPMs dentro de lisossomos de provaveis plaquetas também nos
tempos experimentais de 30 e 90 dias, o que reforca que de fato, nesses tempos
experimentais, as NPMs se encontravam em processo de degradacao.

Os resultados do presente trabalho mostraram a auséncia de danos
patolégicos no tecido pulmonar, apesar de terem sido observados alguns pequenos
focos inflamatorios, localizados principalmente proximos aos epitélios do bronquio e
bronquiolo. O fato de que os processos inflamatérios estavam ou n&do associados
com NPMs, sugere que nao € possivel relacionar diretamente a presenca das NPMs
como Unica fonte causadora dessa reacdo imunolégica. Além disso, a presenca de
focos inflamatérios € um achado comum no tecido pulmonar, devido ao alto contato
existente entre o parénquima pulmonar e 0 meio externo (Junqueira e Carneiro,
2008), recrutando células inflamatdrias com a finalidade de atacar e eliminar

qualquer corpo estranho que, por ventura, tenha ingressado pelas vias respiratorias.

Vale a pena lembrar que a posicéao do figado no sistema circulatorio e a sua
estrutura resultam ideais para captar, transformar e acumular metabdlitos, neutralizar
e eliminar substancias toxicas. De tal forma, o papel central do figado no
metabolismo do ferro (Graham et al., 2007) sustenta o fato de que no presente

trabalho foram observados muitos aglomerados de NPMs nesse 6rgao em todos os
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tempos experimentais, sendo que com 30 dias, a observacdo dos aglomerados foi
mais freqliente e a sua distribuicdo tecidual foi mais dispersa. Em camundongos, a
maior quantidade de FM-DMSA também foi observada no tempo experimental de 30
dias (Garcia, 2005). Em relacdo a localizacao estrutural dos aglomerados de NPMs
no presente estudo, foram observados no interior de hepatdcitos, no conjuntivo do
espaco-porta, na veia centro-lobular e em torno de ductos biliares, repetindo as
mesmas localizagbes observadas por Parca (2006) em camundongos tratados com
FM-DMSA. Porém, néo foi visualizada a presenca de NPMs nos canaliculos biliares,
o que foi mostrado na ML do trabalho de Parca (2006), sugerindo uma

metabolizacdo das NPMs pelos hepatdcitos, seguida da eliminacdo por meio da bile.

Nossos resultados mostraram a presenca de NPMs no tecido renal, para
todos os tempos experimentais, principalmente no tempo de 12 horas. O fato de ter
sido observadas NPMs-DMSA tanto nos capilares glomerulares, como nos tubulos
contorcidos proximais para todos 0s tempos experimentais, indica que se manteve
um constante processo de filtracdo das NPs. Porém, o grande acumulo de NPMs
observado nas laminas AE12H, mostrou que o processo de filtracdo foi mais intenso
durante as primeiras horas ap0s a administracdo do FM. Portanto, as NPs
circulantes no tecido renal, possivelmente, seguiram a seguinte trajetoria: entraram
nos capilares glomerulares por meio da arteriola aferente, a seguir, as moléculas
foram filtradas pela parede capilar glomerular e em seguida reabsorvidas pelo tubulo
contorcido proximal (TCP).

Resultados obtidos por Wareing e colaboradores (2000) em ratos, indicam
que uma proporcao significativa de ferro no soro € ultrafiltrado pelo glomérulo e

somente 0.8-1.5% desse ferro filtrado é excretado pela urina, indicando que uma
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guantidade consideravel é reabsorvida, semelhantemente ao observado na presente
pesquisa. Nossos resultados ndo mostraram aglomerados de NPMs nos tabulos
contorcidos distais (TCD). Em linha com nossos resultados, Wareing e coautores
(2000) também colocam que nada ou pouquissimo ferro é reabsorvido pelos tabulos
contorcidos distais. Esses autores sugerem também que existem vias de reabsorcao
do ferro tanto na alca de Henle como no tdbulo coletor, indicando que essas
estruturas seriam as que reabsorveriam, preferencialmente, o ferro. No presente
trabalho, por meio da coloracdo de Perls, foi observado que a maior parte do ferro
proveniente das NPMs injetadas se localizou nos TCPs (tanto no epitélio como na
luz dos tabulos) corados em azul, ndo excluindo a possibilidade de que as alcas de
Henle também tenham internalizado parte do ferro. O fato de termos observado
reabsorcao de ferro pelos TCPs, indica que ndo se encontrava em excesso, sendo

reabsorvido para sua posterior utilizacdo pelo organismo (Berne et al., 2000).

Nos oOrgdos analisados, ndo foi observada a formacdo de aglomerados de
NPMs que impedissem a circulagcdo sanguinea. Em concordéancia com os resultados
apresentados no presente estudo, L’Azou e colaboradores (2008) colocam que as
NPMs nem sempre mantém seu tamanho nanométrico quando em solucéo,
formando aglomerados de tamanhos muito maiores, comparados com o tamanho
inicial da particula isolada. Em relacdo a isso, Tosi e colaboradores (2008)
descrevem que NPs com pequenos diametros possuem uma area de superficie
relativa grande, o que promove a sua aglomeracdo. Sugere-se que a aglomeracao
das NPMs ocorre porque estas podem ter perdido a sua cobertura em alguma parte
do processo, a partir da preparacdo da amostra ou ja dentro do organismo. Além

disso, é importante notar que na hora da preparacdo do FM, nem todas as NPs
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ficam recobertas pelo estabilizante, o que levaria a sua eventual aglomeracdo. Além
dessa possivel explicacdo, a aglomeracao poderia ter sido causada por processos

fisicos, tais como forcas de atracdo e magnetizacdo (Pankhurst et al., 2003).

Mediante observacdo por MET, foi possivel notar a presenca de NPMs
internalizadas por eritrocitos. Esse dado esta em concordancia com os resultados
relatados por Soler e colaboradores (2007), que observaram de forma direta e
indireta mediante MET e espectroscopia Raman, respectivamente, em experimentos
in vitro, a internalizacdo de NPMs de maguemita biocompativeis em eritrocitos de
camundongo. Os autores colocam que esse processo de internalizacdo ocorre por
difusdo passiva ou endocitose mediada por receptores. Porém, em trabalho
publicado por Geiser e colaboradores (2005), foi colocado que a captacédo celular de
NPs ndo envolve endocitose, pois 0s eritrécitos ndo possuem receptores
fagocitarios. Isso sugere que as NPs sdo capazes de cruzar a membrana celular
mediante processos diferentes a fagocitose e endocitose. A difusdo, canais
transmembrana, interacdes de adesdo ou processos transmembrana podem ter um
papel importante nesse tipo de captacao celular. O processo de captacdo de NPs
pelos eritrécitos é sensivel a uma série de fatores, tais como: a concentracdo de
NPs, o diametro hidrodinamico (DH) da NP e a capacidade que o material
estabilizante tem para se aderir eficientemente a membrana celular. Isso indica que
a dose de FM-DMSA utilizada, o DH das NPs, assim como os grupos ativos
organicos livres presentes no DMSA usado como cobertura estabilizante, sdo
fatores que favorecem a interacao e internalizacdo de NPMs-DMSA nas células de

uma forma geral.
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Como colocado anteriormente no presente trabalho, o sucesso do FM
utilizado experimentalmente vai depender da sua capacidade de ser ndo toxico e ser
biocompativel (Gupta e Gupta, 2005). Trabalhos recentes do grupo tém
demonstrado que em camundongos, o FM-DMSA apresenta boa biocompatibilidade,
com baixa toxicidade (Garcia et al., 2005; Chaves et al.,, 2002). Resultados
semelhantes foram observados no presente estudo. Um dos pontos que pode
explicar por que ndo foram observados efeitos toxicos importantes nos tecidos de
estudo deve-se a natureza quimica do agente de recobrimento escolhido na
presente pesquisa. A estabilidade fornecida pelo DMSA evita o contato direto entre a
célula e a superficie fortemente oxidada do nano-Oxido, tornando as NPMs mais
biocompativeis e menos toxicas (Auffan et al., 2006). De fato, dentre todos os
orgaos coletados, somente o figado do AE90D mostrou algum tipo de alteracao
morfologica (aumento do espaco de Disse), tendo os demais 6rgdos mantidos a sua

integridade histoldgica.

Uma revisao bibliografica sobre o tema de NPMs e sua eventual toxicidade no
organismo ou na célula nos permitiu determinar que, no geral, os 6rgaos analisados
para avaliar esse quesito sdo o figado e o rim, 0s quais representam as principais
rotas de remocao de NPs (L’Azou et al., 2008; Lei et al., 2008; Longmire et al., 2008;
Choi et al., 2007). Por exemplo, em trabalho publicado por Chen e colaboradores
(2006), foi observado que as NPs de cobre usadas (diametro de 23,5 nm), em
camundongos, causaram danos renais, especificamente nas células do TCP,
levando a uma glomerulonefrite. Além disso, foi observada uma alteracdo nos
valores bioquimicos do nitrogénio Urico e creatinina, o que corrobora as alteracdes

nas funcdes renais. Pelo contrario, no presente estudo, apesar de termos utilizado
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NPMs com um diametro menor ainda, o que de acordo com L’Azou e colaboradores
(2008) seria mais citotdéxico, ndo foram observadas alteracbes morfolégicas no

tecido renal ou nos valores bioquimicos da creatinina.

No nosso trabalho, somente as laminas correspondentes para o figado
AE90D mostraram algum tipo de alteracdo morfoldgica. De tal maneira, somente os
danos observados nesse 6rgdo serdo discutidos. Nas laminas de figado obtido 90
dias apés injecdo do FM-DMSA, observaram-se NPMs no interior do espaco de
Disse, 0 que sugere que as particulas estavam sendo internalizadas por hepatocitos
por meio da projecdo de microvilosidades destas células no espaco perisinusoidal,
ou por células de Ito, normalmente localizadas nesse espaco. No trabalho de Braz
(2008), o FM-DMSA injetado nos macacos-prego, também mostrou por meio de MET
a presenca de NPMs no interior de hepatdcitos, células endoteliais e em células de
Ito presentes no espaco de Disse. Estudos de microscopia sugerem que
nanoparticulas de ferrita podem ser parcialmente degradadas e que o ferro
resultante é retirado do figado durante um periodo de trés meses. O processo ocorre
mediante a internalizacdo das NPs pelas células reticuloendoteliais, néo
comprometendo as funcdes hepatocelulares e evitando danos induzidos pelo ferro
das NPMs (Bacon et al., 1987). No caso dos nossos resultados, de fato, conforme foi
avancando o tempo experimental, o acumulo de Fe (lll) no tecido hepatico foi
diminuindo, apesar de que no tempo experimental de 90 dias ainda havia ferro no
tecido. Além disso, foram observadas alteracdes no espaco de Disse.

Com a intencdo de melhor entender as alteracbes observadas no figado
AE90D, foram considerados os resultados ultraestruturais para o tecido hepatico

obtidos por Braz (2008). Em concordancia com nossos resultados de microscopia de
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luz, Braz relatou que dentro dos 6rgaos analisados (figado, linfonodos e baco), o
figado também mostrou uma série de alteracbes morfologicas. As micrografias
eletrénicas referentes ao tempo experimental de 90 dias mostraram, de fato, um
aumento na area normalmente ocupada pelo espaco de Disse. Além disso, Braz
observou sinusdides aparentemente retraidos, alguns hepatocitos com alteracdes na
membrana plasmatica e numerosas mitocéndrias visivelmente mais volumosas. Com
o intuito de verificar 0 aumento na area ocupada pelas mitocondrias, Braz realizou
uma analise morfométrica, na qual observou um aumento significativo das
mitocondrias de hepatocitos no animal AE90D, quando comparadas com as
mitocondrias das amostras controle e das experimentais 12 horas.

Essas alteracbes podem ser explicadas de duas maneiras. Primeiro, a
hepatoxicidade foi induzida, possivelmente, pelo ferro proveniente das
nanoparticulas observadas nessa estrutura (Bacon et al. 1990). O ferro € um mineral
essencial para o funcionamento normal da fisiologia celular, mas um excesso deste
pode acabar em danos celulares (Britton et al., 2002). Quando o ferro se encontra na
sua forma de peso molecular baixo, pode ter um papel catalitico na formacéo de
reacoes de radicais livres. Essas espécies reativas de oxigénio possuem o potencial
de lesar lipidios celulares, acidos nucléicos, proteinas e carboidratos, resultando em
complicacdes nas funcdes e na integridade celular. Porém, as células estdo dotadas
de mecanismos citoprotetores (antioxidantes, enzimas de varredura e processos de
reparo) que atuam para contrariar os efeitos da producéo de radicais livres induzida
pela presenca de metais pesados. Portanto, esse efeito depende do balanco entre a
producado de radicais e os sistemas citoprotetores. Como resultado, deve haver uma
taxa de producao de radicais livres que deve ser excedida antes que ocorram danos

celulares (Britton, 1996; Bacon et al., 1990).
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Desta forma, o figado colhido nos tempos experimentais de 12 horas e 30
dias apresentou-se morfologicamente normal, pois o ferro das NPMs acumulado no
tecido nao foi o suficiente para contribuir na producao de radicais livres téxicos para
as estruturas celulares. Porém, vale ressaltar que no tempo experimental 30 dias,
foram observadas mais areas coradas em azul, em comparacdo com o0s demais
tempos experimentais. Assim, € provavel que entre o periodo de tempo experimental
de 30 e 90 dias, houve um acumulo excessivo de ferro, o que levou a formacao de
reacoes de radicais livres capazes de causar danos oxidativos aos lipidios in vivo,
lesando, dessa forma, os componentes celulares. Possivelmente, foi assim que no
tempo experimental de 90 dias, as alteracbes morfologicas ficaram evidentes, pois
os niveis de radicais livres, possivelmente, excederam 0s niveis toleraveis pelas
células.

Uma explicacdo alternativa para a manutencdo de uma morfologia normal no
figado para os tempos experimentais de 12 horas e 30 dias, seria que nesses
tempos, as NPMs ainda nao tinham entrado no processo de degradacdo, néo
acumulando ferro livre no tecido. Ja depois do tempo experimental de 30 dias, as
NPMs encontravam-se nesse processo, acumulando ferro livre causador de
toxicidade no tecido (Jain et al., 2008). Um achado que reforca essa explicacdo faz
referéncia a observacdo de NPMs internalizadas por macrofagos alveolares e no
interior de lisossomos, o que indica um processo de degradacdo. E importante
ressaltar que as células estdo dotadas de mecanismos citoprotetores que atuam
para contrabalancear os efeitos da producéo de radicais livres induzida por metais
(Britton, 1996). Partindo disto, no caso das alteracdes vistas nas laminas AE90D, é
possivel que ndo tenha havido um balangco entre os sistemas citoprotetores e a

producao de radicais livres induzida pelo excesso de ferro proveniente das NPMs.
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No que se refere ao numero de animais por grupo experimental utilizados
neste trabalho, este € um dos problemas associados com o0 uso de primatas nao-
humanos como modelos experimentais, devido aos problemas éticos envolvidos, o
que as vezes dificulta a interpretacdo de dados, como 0s encontrados para 0S
valores dos exames de sangue. Ao considerar os resultados normais obtidos no
eritrograma, ferro sérico e sinais clinicos observou-se que o animal ndo desenvolveu
anemia ao longo do experimento (Dunn, 2001), o que indica que o FM-DMSA néo
causou alteracdes nos niveis de hemoglobina circulante nem nas hemacias.

Ao considerarmos os resultados para as enzimas de origem hepatica, cujas
mudancas sdo comumente utilizadas como marcadores bioquimicos da funcao do
figado (Jain et al., 2008), foi visto que, de forma geral, ndo mostraram um aumento a
partir do limite superior do valor de referéncia, o que indica que aparentemente nao
houve indicio de doenca hepética. Dentre os parametros analisados, somente a
GGT teve uma discreta alteracdo, quando comparada aos valores de referéncia
normais, mostrando uma diminuicdo para os tempos experimentais de 15, 30 e 60
dias, o que nao é indicativo de hepatopatia, pois somente quando esta aumentada
demonstra indicios de cirrose ou esteatose (Wallac, 1999).

Vale a pena considerar os dados obtidos para a fosfatase alcalina (FA), ja
que, ao confrontar os valores experimentais com o fisiolégico individual, aqui
demonstrado pela amostra controle, foi observado que a partir do 15° dia
experimental houve um aumento gradativo e continuo nos valores dessa enzima
hepatica. Esse dado poderia ser um indicador de indicio de colestase ou doenca
hepatica. No entanto, € importante ressaltar que tal achado n&o demonstra
degeneracéo de hepatocitos ou perda de funcionalidade hepatica, principalmente ao

considerarmos os valores normais obtidos para a ALT (enzima hepatica mais
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especifica para deteccdo de danos no hepatdécito) (Larsson et al., 1997) quando
comparados com os valores de referéncia, como também com o controle fisioldgico.
Esses dados sao reforcados pelos resultados observados na histologia hepatica, a
gual mostrou que nao houve presenca de necrose, fibrose, ou acumulo excessivo de
lipidios nos hepatécitos em nenhuma regido ou tempos experimentais das amostras
analisadas.

De acordo com Wallac (1999), a medida da concentracdo de creatinina
plasmatica no soro sanguineo é um teste simples usado como um dos indicadores
mais sensiveis e especificos para diagnosticar doenca ou insuficiéncia renal. A
creatinina € um subproduto do metabolismo da creatina do musculo esquelético
(Berne et al., 2003). Nossos resultados se mantiveram dentro dos valores de
referéncia normais, o que indica que provavelmente, a presenca das NPMs no rim
ndo afetou o seu funcionamento. Esse dado corrobora os resultados obtidos na
histologia renal, aonde néao foi observado nenhum tipo de alteracdo morfolégica.
Dessa forma, observa-se que ao ndo haver um possivel excesso de ferro formador
de radicais livres e de espécies de oxigénio ativo no rim, ndo houve danos nas

células desse orgao (Ponka, 1999).

O sistema imune possui um papel de monitoramento dos niveis de ferro nos
tecidos, mantendo uma homeostase mediante a expressdo de proteinas
relacionadas ao metabolismo do ferro. Essa relacdo entre o excesso de ferro e a
reacdo imune ¢€ refletida principalmente pelos linfécitos, que atuam como
compartimentos de estocagem de ferro, reconhecendo e ligando metais como uma
forma de evitar toxicidade. Nos nossos resultados hematologicos, foi notado que o

namero de leucocitos totais diminuiu ao longo do tempo experimental. Destes, 0s
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mais afetados foram os linfocitos e mondcitos. De acordo com Porto e colaboradores
(2007), uma baixa contagem total de linfécitos pode ser significativamente associada
com um alto grau de excesso de ferro. Possivelmente, ao ter excesso de ferro nas
células, ocorreu uma sinalizacdo que evocou o0s linfécitos, os quais,
consequentemente, estocaram o ferro. Um possivel excesso de ferro internalizado
nos linfécitos provavelmente levou a morte celular em funcdo de processos de
estresse oxidativo. Sabe-se que o ferro na presenca de oxigénio pode gerar radicais

livres por meio da reacdo de Fenton (Imlay et al., 1988).

Ao considerarmos 0s sinais clinicos como resultados complementares para
analisar a biocompatibilidade do FM-DMSA, notou-se 0s animais experimentais nao
apresentaram sinais de apatia, estresse ou ansiedade, os quais poderiam indicar a
possibilidade de doenca (Dunn, 2001). Além disso, ao considerarmos o0 peso do
animal do estudo hematoldgico, observou-se que variou durante o decorrer do
experimento, apresentando uma perda de 16,5%, ao compararmos 0 peso minimo e
0 maximo. Porém, depois do 15° dia experimental, observou-se um aumento no
peso do animal. Cabe ressaltar que o animal experimental € um individuo que vive
em sociedade (Fragaszy et al., 2004), onde a disponibilidade de alimento depende
da hierarquia. Assim, é dificil relacionar essa perda de peso como um dado adicional
para avaliar a biocompatibilidade do FM-DMSA. Porém, considerando de uma forma
geral os sinais clinicos observados, foi notado que a administracdo do FM-DMSA

nao causou alteracdes clinicas nos animais (Heidel et al., 2007).

No presente trabalho, os resultados obtidos para o ferro sérico se

encontraram dentro dos valores de referéncia considerados como normais, 0 que
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indica que a dose injetada de FM-DMSA nao seria um fator causador de toxicidade
férrica aguda. Além disso, os resultados mostraram valores oscilantes, sem um
padrédo definido, no decorrer do experimento. Isso poderia ser atribuido as variacdes
no nivel de ferro sérico, o qual € resultado de varios processos que ocorrem
simultaneamente, tais como: degradacdo das particulas de ferro injetadas, ligacéo
subsequente do ferro a proteinas séricas (por exemplo, transferrina), estocagem nos
tecidos por meio da ligacdo com a ferritina, redistribuicdo do ferro e sua eliminacéo.
Além disso, o ferro metabolizado a partir das NPMs, também pode ser incorporado
no estoque de ferro corporal e ser progressivamente alocado para os eritrécitos na

forma de hemoglobina, o que diminuiria a sua taxa de remocéao (Jain et al., 2008).

De forma geral, considerando os resultados histolégicos, hematologicos,
bioquimicos do soro e o0s sinais clinicos, observa-se que apesar de algumas
pequenas alteracdes observadas no figado, estas ndo sdo necessariamente
impeditivas de possivel aplicacdo biomédica do FM-DMSA. No entanto, € importante
considerar a diminuicédo dos linfécitos do sangue em relagéo ao seu proprio controle,
apesar de ainda estar dentro da faixa para os valores de referéncia, pois pode
indicar uma possivel imunossupressao relacionada com um excesso de ferro

(Sousa, 1989) advindo da presenca de FM-DMSA no organismo.
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CONCLUSOES

Baseado nos resultados discutidos neste trabalho, conclui-se que:

e Aglomerados de NPMs-DMSA foram observados em todos os 6rgéos
analisados, tendo sido localizada uma maior frequéncia de aglomerados no
tecido pulmonar, hepatico, renal e esplénico.

e A andlise histoloégica do cerebelo, cérebro, coracdo, intestinos delgado e
grosso e pancreas; revelou uma presenca infima de NPMs no parénquima
desses 6rgdos, de modo que, tais resultados ndo teriam nenhum significado

de importancia terapéutica.

e Propfe-se uma provavel correlagdo direta entre a quantidade de NPMs
presentes nos tecidos de estudo e o tempo experimental, mostrando que

conforme o tempo experimental aumentou, menos NPMs foram observadas.

e Baseado nos dados de biodistribuicdo, sugere-se que a principal via de
remocao de NPMs-DMSA foi através do sistema hepatobiliar, seguido pela via

renal, bem como das vias aéreas superiores.

e A amostra de FM-DMSA utilizada no presente estudo mostrou-se
biocompativel para todos os tempos experimentais, nos seguintes 0Orgaos:

baco, cerebelo, cérebro, coracdo, pancreas, pulmao, rim e intestinos.

e O figado foi o Unico 6rgdo no qual foram observadas leves alteracdes

histoldgicas, mostrando um aumento na area ocupada pelo espaco de Disse

80



Conclusoes

no tempo experimental de 90 dias. Essa alteracdo histopatoldgica poderia

estar associada a um excesso de ferro no tecido

NPMs-DMSA internalizadas em macréfagos alveolares e em lisossomos nos
tempos experimentais de 30 e 90 dias foram observadas mediante MET, o

gue indica a degradacéo das NPMs.

A analise das enzimas de origem hepatica e renal ndo mostraram um
aumento a partir do limite superior do valor de referéncia, o que indica que
aparentemente ndo houve indicio de doenga hepética nem renal,

respectivamente.

No presente trabalho, os valores de ferro sérico indicaram que a dose injetada

de FM-DMSA nao seria um fator causador de toxicidade férrica aguda.

Considerando conjuntamente os resultados histolégicos, hematoldgicos, e
bioquimicos, propde-se o uso do fluido magnético composto por
nanoparticulas magnéticas de maguemita recobertas pelo estabilizante DMSA
como nanomaterial promissor para aplicagcbes biomédicas futuras em

humanos.
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