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RESUMO

A Magnetohipertermia (MHT) e a Terapia Fotodinamica (TFD) s&o terapias promissoras
para o tratamento do cancer pelas possibilidades de redugéo de efeitos colaterais em
relacéo as terapias convencionais. Ambas podem ser abordadas de forma especial pela
Nanotecnologia por meio da producdo de materiais nanoestruturados. Dentre estes
estdo as nanoparticulas magnéticas (NPM) que podem ser encapsuladas em
lipossomas (L), constituindo os magnetolipossomas (ML). O comportamento magnético
das NPM confere interesse especial na utilizagdo do ML no diagnéstico e tratamento do
cancer por MHT. Os ML podem conter agentes fotossensibilizantes e assim serem
utilizados também na TFD. Buscando conhecer os efeitos bioldgicos e terapéuticos
relacionados a utilizagdo conjunta dessas duas técnicas no tratamento de neoplasias,
foi desenvolvido um novo material que se baseia em lipossomas furtivos contendo o
fotossensibilizador zinco-ftalocianina (ZnF) e NPM de ferrita de cobalto recobertas com
acido citrico, 0 MLpga-ZnF (4,8 x 10™ particulas/ mL). O trabalho foi desenvolvido em
seis etapas. Na primeira foi determinado que o tempo de exposicdo ao campo
magnético (AC,1 MHz,40 Oe) em animais tratados com FeCoML (amostra similar ao
MLpeg-ZnF, mas sem o ZnF) deve ser de 3 minutos. Nas etapas 2 a 5 foi feita avaliagao
da biocompatibilidade de MLpgg-ZnF e seus sub-componentes (Lpeg, MLpeg, Lpec-ZnF),
em animais saudaveis, submetidos ou ndo ao campo magnético AC (MHT) e/ou laser
(TFD). De maneira geral, os testes mostraram atividade inflamatéria ndo severa e
temporaria (citometria do sangue e do peritbnio) aumentada pelo campo magnético,
pequena reducao da viabilidade celular, auséncia total de genotoxicidade (testes do
micronucleo) e processos inflamatorios sobretudo nos pulmdes (morfologia do figado,
pulmbes e bacgo). E a sexta etapa visou verificar a possivel remissdo tumoral em
animais portadores do Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE) que receberam inje¢do da
amostra MLpgg-ZnF e foram em seguida submetidos ao campo magnético ou ao laser.
Foi constatado (testes AgNOR, viabilidade celular, volume e padrdo hemorragico do
ascite, citometria, células claras/escuras, peso e sobrevida do animal) que, nas
condigbes experimentais usadas, nenhum dos tratamentos causou remiss&o total do
tumor, mas pode ser observada significativa atividade antiproliferativa, sobretudo
quando apo6s o tratamento com MLpes-ZnF, os animais eram submetidos ao laser,
evidenciando mais vantagens do sistema para realizagédo da TFD do que para a MHT.
Os resultados sugerem que com ajustes na amostra ou nas condigdes experimentais, o
tratamento mediado por MHT e TFD é viavel e podera resultar em vantagens muito
importantes na terapia do cancer.

Palavras-chave: Nanobiotecnologia, Magnetohipertermia, Terapia Fotodinamica,
Magnetolipossoma, Ferrita de Cobalto, Zinco-Ftalocianina, Biocompatibilidade, Remissé&o
tumoral, Tumor Ascitico de Ehrlich.



ABSTRACT

Magnetohyperthermia (MHT) and Photodynamic therapy (TFD) are promising therapies
for the cancer treatment due to the possibilities of collateral effects reduction when
compared to the conventional therapies. Both therapies may be focused in a special
way using the nanostructured materials produced by the nanobiotechnology. Among
these materials are the magnetic nanoparticles (NPM). NPM may be encapsulated in
liposomes (L) to constitute the magnetoliposomes (ML). The NPM magnetic behavior
gives special importance in the ML use for cancer diagnostic and MHT treatment. ML
may contain photosensitizers to be used in TFD process. With the aim to better
understand the biological and therapeutic effects related to the simultaneous use of both
therapies in the treatment of tumors, was developed a new material based in furtive
liposomes containing the photosensitizer zinc-phtalocianine (ZnF) and citrate coated
cobalt-ferrite NPM, the MLpeg-ZnF (4,8 x 10™ particle/mL). This work was performed in
6 steps. In the first one, it was determined that the time of exposure to the magnetic field
(AC,1 MHz,40 Oe) in animals with FeCoML (a sample similar to the MLpgg-ZnF, but
without ZnF) has to be 3 minutes. In the steps 2 to 5 was done an evaluation of the
MLpeg-ZnFsample and its sub-components (Lpeg, MLpeg, Lpeg-ZnF) biocompatibility in
healthy animals submitted or not to the Ac magnetic field (MHT) and/or to the laser
(TFD). As a rule, tests showed not severe and temporary inflammatory activity (blood
and peritoneum cytometry) that was increased by the AC magnetic field, small reduction
of cellular viability, absence of genotoxicity (micronucleus test) and inflammatory
process in the lungs (morphology analysis of the liver, lungs and spleen). The sixth step
had the aim of verifying the possible tumor remission in Erlich Ascitic Tumor(TAE)
portable animals after injection of MLpgg-ZnF and subsequent AC field and/or laser
submission. It was observed (by AgNOR tests, cellular viability, ascite volume and
hemorrhagic pattern, cytometry, clear/dark cells, animal weight and survival) that in the
used experimental conditions, no treatment caused the tumor total remission.
Nevertheless, it was observed a significant antiproliferative activity, mainly after the
MLpeg-ZnF treatment and subsequent laser exposure, evidencing that this system is
more adequate to the TFD performance than to the MHT process. The results suggest
that after the sample or experimental conditions adjustments, the treatment mediated
through MHT and TFD is viable and vantageous to the cancer treatment.

Key words: Nanobiotechnology, Magnetohyperthermia, Photodynamic  therapy,
Magnetoliposome, Cobalt ferrite, Zinc-Phtalocyanine, Biocompatibility, Tumoral remission,
Ehrlich Ascitic Tumor.
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1 INTRODUCAO

1.1 Nanociéncia e Nanotecnologia

A Nanociéncia e a Nanotecnologia se referem ao estudo e as aplicacbes
tecnoldgicas de materiais que, além de apresentarem, pelo menos em uma de suas
dimensdes, tamanho na ordem de nanémetros, possam ser manipulados por meio de
processos que permitam o controle sobre seus atributos quimicos e fisicos, com
habilidade e precisao (TOMA, 2004; MELO; PIMENTA, 2004).

Em uma palestra proferida em 1959, no Instituto de Tecnologia da Califérnia, o
fisico Richard Feynman introduziu a fundamentagcao da nanotecnologia, ao sugerir que,
desde que as leis da natureza fossem mantidas, os atomos poderiam ser organizados
de modo que se criassem materiais com propriedades inteiramente novas, gerando
produtos inovadores. Esta palestra, intitulada “There’s plenty of room at the bottom”
("Ha muito espaco la embaixo") &, hoje, considerada o ponto inicial da Nanotecnologia.
Segundo Feynman, a manipulagdo em escala reduzida possibilitaria a fabricacdo de
dispositivos em escala nanométrica aplicaveis a varias areas do conhecimento,
conforme relatado por TEDESCO, SIMIONI e PRIMO (2007).

No entanto, foi somente em 1974, na Universidade de Téquio, que o professor
Norio Tanigichi criou o termo NANOTECNOLOGIA e define o seu conceito, afirmando
que consiste principalmente no processo de separagao, consolidacao e deformagao dos
materiais por um atomo ou uma molécula (STEINMETZ, 2006).

A implementagao desta idéia pioneira precisou aguardar o desenvolvimento de
novas tecnologias que permitissem acesso as escalas submilimétricas, tais como os
avangos na area da microscopia, com o desenvolvimento dos microscoépios de forca
atdbmica e de varredura.

Conceitualmente, a nanoescala abrange os tamanhos entre 0,1 e 100
nandmetros (nm), faixa em que as propriedades dos materiais sdo determinadas e
podem ser controladas (MEDEIROS; PATERNO; MATTOSO, 2006) e manipuladas nas

dimensdes atdbmica, molecular e supramolecular, com o propoésito de criar, usar e
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entender sistemas com novas propriedades e fungdes (HUSSAIN et al., 2005; QIN;
KIM; LEE, 1999).

O interesse crescente por esta area decorre sobretudo do fato de que materiais
em escala nanométrica apresentam caracteristicas peculiares que possibilitam
inumeras aplicagbes (LIU; WEBSTER, 2007; SCHEU et al.,, 2006; FORTINA et al.,
2005). Essas novas propriedades dos nanomateriais devem-se a dois fatores principais:
o efeito quantico e o efeito de superficie. O efeito quantico determina o comportamento
dos atomos e dos elétrons e, em dimensbes nanométricas, manifesta-se de maneira
mais evidente. Quanto menor for o tamanho do material, mais importantes séo os
efeitos de superficie, devido ao aumento da raz&o entre o numero de atomos que estéo
em sua superficie em relagdo aqueles dispersos por seu volume, 0 que provoca um
aumento significativo na sua reatividade (THURMAN, 2006; PISON et al., 2006; MELO;
PIMENTA, 2004).

A Nanotecnologia busca empregar essas novas propriedades que surgem nos
materiais nanométricos na elaboragcdo de novos dispositivos tecnolégicos com
aplicagdo nas mais diferentes areas do conhecimento, tais como Informatica,
Engenharia, Fisica, Quimica e Biologia, entre outras (MELO; PIMENTA, 2004).

Quando os principios da nanoescala e técnicas associadas sdo empregados
para entender e transformar biossistemas, recebem a designacéo de Nanobiotecnologia
(NASCHIE, 2006; TOMA, 2004; ALINGTON, 2003). Esta area permite inumeras
aplicacbes na area biomédica, como os sistemas de entrega de droga que promovem
direcionamento especifico a uma determinada célula, diagnostico e tratamento de
doencas (LEE; WANG, 2006; GOULD, 2006; JAIN, 2005). A Nanobiotecnologia
converge para a Nanomedicina (HERR, 2006; YUN, 2007), quando procura desenvolver
dispositivos a serem utilizados em procedimentos inovadores de tratamento e
diagnéstico precoce e/ou mais preciso de doencas, a fim de preservar e melhorar a
saude humana.

Nesta perspectiva, o impulso da Nanotecnologia é expressivo em diversas areas
da saude, tais como: engenharia genética, biologia celular, clonagem, medicina fisica,

neurologia, medicina dentaria, criogenia e dermatologia (STEINMETZ, 2006).



26

1.2 Materiais Nanoestruturados

Nos ultimos anos tem ocorrido um enorme avango na geragao e na elaboracao
de novos materiais. Dentre eles, destacam-se os materiais nanoestruturados que
apresentam novas e distintas propriedades e processabilidades (FURTADO et al.,
2005).

Nanomateriais podem ser produzidos de inumeras maneiras: (1) nanomateriais
que possuem uma sO dimensdo como os filmes finos, monocamadas e superficies
utilizados no desenvolvimento de micro-reatores para produgéo de produtos quimicos e
farmacéuticos, bem como para aplicagdes de lab-on-a-chip; (2) nanomateriais de duas
dimensdes, como o0s nanotubos e os nanofios, dos quais merecem destaque os
nanotubos de carbono que, devido a elevada condutividade elétrica, apresentam
propriedades mecanicas e elétricas admiraveis e os nanofios de silicio que exibem
propriedades Opticas, elétricas e magnéticas de enorme interesse para aplicagdes em
nanoeletrénica. Além desses, os biopolimeros, como os de DNA e proteinas, que
apresentam enorme interesse devido a variabilidade e controlabilidade da sua estrutura
e (3) nanomateriais tridimensionais, como as nanoparticulas, as quais apresentam
propriedades mecanicas, Opticas e electrbnicas diferentes das particulas com
dimensdes superiores, devido a efeitos de superficie e efeitos quanticos, sendo
geralmente utilizadas na formulagdo de outros produtos finais (CONDE, 2006). Além
disso, essas nanoestruturas baseiam-se nos mais diversificados tipos de materiais,
como polimeros, ceramicas, metais, semicondutores, compoésitos e biomateriais
(MEDEIROS; PATERNO E MATTOSO, 2006).

Os biomateriais constituem componentes produzidos para interagir com sistemas
biologicos (ROACH et al., 2007) e podem ser estruturados em escala nanométrica
(ANDERSON et al., 2004; TARTAJ, 2005). Recentemente, grande esforco tem sido feito
para desenvolver nanobiomateriais, tais como nanocompésitos, nanotubos, nanofibras,
nanocapsulas, nanoesferas e nanoparticulas (MELO; PIMENTA, 2004; BIANCO;
KOSTARELOS; PRATO, 2005; GUZ et al., 2007).

Beneficios potenciais na utilizagdo dos nanobiomateriais sdo vislumbrados na

clinica e na farmacéutica, incluindo a especificidade de acéo, sistema de entrega de
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agentes terapéuticos, entre outras multiplas fungées. Convém lembrar, no entanto, para
que se possam compreender os mecanismos de ac&o dos nanobiomateriais, e
posteriormente emprega-los, é de suma importancia que estudos de toxicidade e
biocompatibilidade sejam realizados (LACAVA; MORAIS, 2004; MAYNARD, 2006).
Entre os biomateriais nanoparticulados de grande interesse na area biomédica
estdo as vesiculas lipossomais, as nanoparticulas magnéticas e seus conjugados,

como 0s magnetolipossomas.

1.2.1 Lipossomas

Os lipossomas sao vesiculas com uma fase aquosa totalmente cercada por uma
ou mais bicamadas de fosfolipideos (GREGORIADIS, 1984; OLIVEIRA, 2006). Podem
ser preparados a partir de misturas lipidicas naturais extraidas e purificadas, ou a partir
de lipidios sintéticos, disponiveis comercialmente (SANTOS; CASTANHO, 2002). Essas
vesiculas podem apresentar tamanhos que variam de 20 nm a dezenas de
micrémetros. De acordo com o tamanho e a quantidade de bicamadas, os lipossomas
sdo classificados em SUV (small unilamellar vesicle) quando possuem somente uma
bicamada com tamanhos entre 0,02 — 0,05 nm, LUV (lagger unilamellar vesicle) quando
possuem somente uma bicamada com tamanhos entre 0,06 — 0,1 ym e MLV
(multilamellar vesicles), constituidas por varias bicamadas lipidicas concéntricas, com
didmetros variando entre 0,1 a 5 ym (NEW, 1995; OLIVEIRA, 2006) (Figura 1).

Essas vesiculas lipossomais sdo amplamente utilizadas como modelos de
membranas celulares e como transportadores de cosméticos, de aditivos alimentares e
de drogas. Neste ultimo caso, permitem o encapsulamento de substancias ativas
hidrofilicas e lipofilicas, de modo que funcionam como um sistema de liberagédo de
farmacos (LIU; WEBSTER, 2007; RACUCIU et al., 2007). A possibilidade de realizar
este encapsulamento € muito importante, pois a utilizagcdo da grande maioria dos
farmacos tem sido sempre limitada pela impossibilidade de aumento da sua dosagem

devido ao fato de que a retencdo ou degradacdo do agente terapéutico, sua baixa
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solubilidade e efeitos colaterais, inviabilizam a utilizagdo da dosagem necessaria para
que se alcance o efeito terapéutico (SANTOS; CASTANHO, 2002).

40 - B0 nm

Figura 1: Estrutura de Lipossoma unilamelar (FORMARIZ et al., 2004).

Uma grande vantagem dos lipossomas como sistemas carreadores de drogas é
sua elevada biocompatibilidade, sobretudo por apresentar alta biodegradabilidade e
baixa toxicidade (LIU et al., 2000), especialmente quando sua composi¢éo é de lipidios
naturais. Sao sistemas versateis cujas caracteristicas podem ser manipuladas em
funcao dos requisitos farmacéuticos e farmacoldgicos. Substancias farmacologicamente
ativas podem ser incorporadas no compartimento aquoso interno, como é o caso das
hidrofilicas, ou nas membranas, no caso de substancias lipofilicas ou anfifilicas (ROSSI-
BERGMANN; FREZARD, 2007), o que possibilita a utilizagdo de doses elevadas de um
farmaco com baixo efeito sistémico, o direcionamento ao sitio-alvo e o controle da
velocidade de liberagdo do mesmo (HOEBEKE, 1995; LIU et al., 2000).

Varios mecanismos podem contribuir para a liberagdo da substéancia
encapsulada em lipossomas no meio biolégico. Um deles esta relacionado com a forma
de interacdo da substancia com a membrana lipossomal: no caso das substancias

lipofilicas, a quantidade liberada depende do coeficiente de particdo da substancia entre
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a membrana e a fase aquosa, enquanto no caso das substancias hidrofilicas, depende
da criagdo de um gradiente de concentracdo da substancia, de modo que a membrana
atue como barreira, limitando a velocidade de difusdo para o meio externo. Um outro
mecanismo depende das interagdes dos lipossomas com componentes dos fluidos
biolégicos, como as lipoproteinas plasmaticas, que podem contribuir para a redugéo na
velocidade de liberagao, pois lipidios da membrana lipossomal podem ser transferidos
para as lipoproteinas, bem como os componentes dessas podem ser transferidos para
as membranas lipossomais (ROSSI-BERGMANN; FREZARD, 2007).

Lipossomas convencionais formados por fosfatidilcolina e colesterol sao
facilmente interiorizados por células do sistema mononuclear fagocitico (SMF), sendo
sua fagocitose facilitada pela opsonizagdo que ocorre assim que as vesiculas entram
em contato com componentes do sangue (PAPAHADJOPOULOS et al.,, 1991;
MOGHIMI; PATEL, 1989a,b). As opsoninas sao elementos do soro sanguineo que se
ligam as particulas antigénicas e promovem a fagocitose. O tempo de circulagao
depende ainda do tamanho da particula e das caracteristicas superficiais do veiculo,
tais como hidrofobicidade, carga e fluidez (ALLEN et al., 1991; MOGHIMI; PATEL,
1989a,b). A fagocitose precoce pode interferir no propdésito dos sistemas liberadores de
drogas de direcionar e liberar a droga em um sitio especifico, o que limita
consideravelmente a aplicacédo dos lipossomas para fins terapéuticos (OLIVEIRA,
2006).

Sabendo que os lipossomas preparados por formulagdes convencionais séo
facilmente reconhecidos e endocitados (MOGHIMI; PATEL, 1989), novas formulagbes
tém sido propostas com o objetivo de aumentar o tempo de circulagbes dos lipossomas,
promovendo maior acumulo da droga de interesse no sitio-alvo.

Os lipossomas atingiram o estagio clinico quando pesquisas revelaram que a
presenca de ligantes na superficie dos lipossomas, como monosialogangliosideos
(GABIZON; PAPAHADJOPOULOS, 1992), fosfatidilinositol (ALLEN; HANSEN;
RUTLEDGE, 1989.) ou polioxietileno (BLUME; CEVE, 1990; MARUYAMA et al., 1991)
diminuia o tempo de remo¢do dos mesmos, prevenindo a captura pelos macréfagos no
figado e no bago, quando eram injetados via intravenosa (GABIZON;
PAPAHADJOPOULOS, 1992; KLIBANOV et al.,, 1990), razdo pela qual foram
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denominados lipossomas de longo tempo de circulagédo (LLC), também conhecidos
como lipossomas furtivos (stealth). Segundo PAPAHADJOPOULOS et al. (1991), estes
lipossomas sao estericamente estabilizados pela presenca de grupos ativos em sua
superficie (LASIC; WOODLE; PAPAHADJOPOULOS, 1992).

A necessidade de se obter LLC mais seguros e econdmicos levou varios grupos
a buscarem novas alternativas. Lipossomas estericamente estabilizados pelo
polietilenoglicol (PEG), polimero flexivel e hidrofilico, capaz de minimizar ainda mais o
reconhecimento e captacdo de nanoparticulas magnéticas (NPM) pelo SFM (DONG;
FENG, 2007), também apresentam prolongado tempo de circulagéo. A captura reduzida
de lipossomas contendo cadeias de polietilenoglicol na superficie € devida a reducao,
tanto da opsonizagao das estruturas pelas proteinas plasmaticas (SENOIR et al., 1991;
ALLEN,1994), quanto da agregagado dos lipossomas furtivos no sangue (IGA et al.,
1994; AHL et al., 1997), tornando possivel seu escape do reconhecimento pelo SMF, o
que em consequéncia proporciona maior tempo de circulagao.

As modificacbes na superficie de LLC carreadores de drogas melhoram sua
seletividade aos sitios especificos, o que constitui vantagem como sistema de liberacao
de farmacos, uma vez que outros sistemas, como os das nanoparticulas e

microemulsdes, ndo sao facilmente modificados (OLIVEIRA, 2006).

1.2.2 Nanoparticulas Magnéticas

Dentre os tipos de biomateriais nanoestruturados encontram-se também as
nanoparticulas magnéticas (NPM) (TARTAJ et al., 2005; MASASHIGE, 2002), as quais
constituem monodominios magnéticos com didametro em torno de 4 a 12 nm, e que
podem ser sintetizadas a partir de diferentes tipos de ferritas (M*?Fe;O4, onde M*?
simboliza um metal), tais como as ferritas de cobalto, manganés ou zinco. As NPM
utilizadas com maior freqiéncia na area biomédica sdo as compostas de magnetita
(FesO4) ou de maghemita (y-FepO3) (GUPTA; GUPTA, 2005; SAIYED; TELANG,;
RAMCHAND, 2003; BERRY; CURTIS, 2003; HALBREICH et al., 1998) (Figura 2).
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Os sistemas magnéticos dispersos em fase liquida sdo de grande interesse para
diversas aplicagbes. Sao constituidos por NPM dispersas em um meio liquido
constituindo o chamado Fluido Magnético (FM), onde o dispersante pode ser tanto um
solvente organico, como um inorganico (ROSENSWEIG, 1985; SILVEIRA, 2006).

A capacidade das NPM permanecerem em suspensio nesse solvente, na forma
de entidades isoladas, confere ao FM uma das suas mais marcantes caracteristicas, a
estabilidade (MORAIS et al., 2001). Tal comportamento deve-se ao equilibrio das
interacdes atrativas e repulsivas entre as nanoparticulas, evitando sua aglomeragéo e
subsequente precipitacdo (PEREIRA, 2000).

Figura 2: Nanoparticulas Magnéticas: a) Fe;O0,/PAH (TARTAJ, 2003); b) Nanoprism Technologies Inc.

A estabilidade coloidal dos FM pode ser alcangada por dois mecanismos
principais, a repulsdo eletrostatica e a repulsdo estérica. A estabilizacao por repulsao
eletrostatica ocorre devido as duplas camadas elétricas em torno das particulas em
suspensao. Se ambas possuirem cargas e potenciais de superficie de mesmo sinal e
magnitude, as interagbes conduzirdo a repulsdo entre as particulas, prevenindo a
agregacao. E a estabilizacdo por repulsdo estérica ocorre quando as particulas

suspensas carregam em suas superficies, moléculas com alta afinidade pelo liquido
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dispersor, de forma que geram repulsao entre as cadeias e, conseqientemente, entre
as particulas (MORAIS; LIMA, 2006).

No fluido magnético, as NPM em suspensdo transferem suas propriedades
magnéticas para todo o liquido de modo que, sob a acdo de um gradiente de campo
magnético, as NPM arrastam o liquido dispersor, e o sistema comporta-se
macroscopicamente como se fosse uma unica fase liquida e magnética, caracteristica
que explica o interesse que os FM tém despertado no meio cientifico para aplicacdes
industriais e biomédicas (PANKHURST et al., 2003; FREITAS et al., 2002).

O emprego do FM em aplicagbes clinicas e em biotecnologia depende de
aspectos fundamentais, como estabilidade e biocompatibilidade (LACAVA; MORAIS,
2004). Essas caracteristicas podem ser alcangadas por meio do recobrimento
adequado da superficie das NPM com material biologicamente ativo, de natureza
organica ou inorganica, sem que altere suas propriedades magnéticas (MORAIS et al.,
2001). As nanoparticulas modificadas com a camada estabilizante devem ser
biodegradaveis, hemocompativeis e atdxicas ao organismo, com o propaosito de impedir
que efeitos biolégicos indesejaveis ocorram (FREITAS et al., 2002), além de serem
capazes de atravessar a barreira endotelial, adiarem o reconhecimento das mesmas
pelo sistema monocitico fagocitario (SMF) e proverem o acumulo especifico no tecido-
alvo (LACAVA et al.,1999). O recobrimento permite que outros agentes sejam
associados as NPM, tais como anticorpos, proteinas, ligantes-alvo e farmacos; de modo
que potencializem o direcionamento especifico (DA SILVA et al., 1997; SHINKAI et al.,
1999; KELLAR et al.,, 1999). As NPMs apresentam a vantagem de poderem ser
utilizadas tanto no diagnéstico, como no tratamento de doencas.

Uma alternativa que torna as NPM mais estaveis em meio fisiolégico e mais
biocompativeis, além de permitir maior eficiéncia e seletividade na incorporagéo no
tecido-alvo € obtida por sua encapsulagao em lipossomas (YANASE et al., 1997; DE
CUYPER, 1988; GARCIA et al., 2002; LACAVA et al., 2004).
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1.2.3 Magnetolipossoma

O sistema composto pela encapsulamento de nanoparticulas magnéticas em
lipossomas € conhecido por lipossomas magnéticos ou magnetolipossomas (ML)
(BULTE et al.,, 1999; DE CUYPER; JONIAU, 1991; BOGDANOV et al., 1994). Sao
estruturas fisiologicamente estaveis e biocompativeis e oferecem muitas vantagens no
campo da biotecnologia moderna e da biomedicina (SOLER et al., 2003; MULLER;
KECK, 2004; KONERACKA et al., 2005) (Figura 3).

Quando o complexo é formado por NPM encapsuladas em vesiculas lipossomais
de longo tempo de circulagdo (conjugadas ao PEG) (HODENIUS et al.,, 2002), a
fagocitose imediata das NPM pelo sistema fagocitario mononuclear (SFM) é evitada, de

modo que permaneg¢am na circulagdo tempo suficiente para exercerem a sua fungéao.
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Figura 3: Representacdo de Magnetolipossoma (FAHMY et al., 2007).

As NPM, tanto as dispersas em FM, quanto as encapsuladas em lipossomas,
tém recebido atencéo especial por poderem ser direcionadas ou localizadas em sitios
especificos por um campo magnético externo (LUBBE; ALEXIOU; BERGEMANN, 2001;

LACAVA et al.,, 1999). Esta localizacdo em um sitio preferencial por gradientes de
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campo magnético sugere que ML e FM, entre outros sistemas magnéticos, tornam-se
carreadores efetivos de drogas com sitio especificidade e facilita o controle da liberagéo
de agentes quimioterapicos. Dados cientificos reportam que as aplicagbes biomédicas
dos sistemas magnéticos excedem a atividade de carreadores de drogas, podendo
também ser utilizados como agentes de contrate de fase em imagem de ressonancia
magnética nuclear (RMN) (WEISSLEDER et al.,1990; CLEMENT et al., 1991; LACAVA,
2006), separacdo magnética de células ou moléculas biolégicas diversas
(SAFARIKOVA;SAFARIK, 2001), marcadores celulares (GOETZE et al., 2002; BERRY;
CURTIS, 2003; MORAIS et al., 2004), terapia génica (FOULTIER et al., 2005; ITO;
FUKUSAKI, 2004) e tratamento de varias doencgas, tais como cancer (JORDAN et al.,
1996; BACRI et al.,1997; FORMARIZ et al., 2004; PRADHAN, 2007), tuberculose
(GELPERINA et al., 2005; SILVA; FACCIOLI, 2007), Paracoccidioidomicose (FUKUI et
al., 2003), Leishmaniose (ROSSI-BERGMANN; FREZARD, 2007), Diabetes Mellitus
(LISBOA et al., 2007), entre outras.

1.3 Aplicag6es Biomédicas

Varios estudos tém sido realizados acerca das aplicagdes biomédicas dos
materiais magnéticos nanoestruturados (SAFARIKOVA; SAFARIK, 2001; SAFARIK;
SAFARIKOVA, 2002; TARTAJ, 2003). As propriedades e aplicacbes dos FM
biocompativeis (LACAVA et al, 1999; BERRY; CURTIS, 2003) e lipossomas
magnéticos (DE CUYPER, 1996) representam importante foco de interesse nesta area.
Muitos desses estudos visam o diagnostico e a terapia de diversas patologias, com
particular interesse no cancer (citados em LACAVA et al., 1999; HERGT et al., 2006).

1.3.1 Cancer

Cancer é o nome dado a um conjunto de varias doengas que tém em comum o

crescimento desordenado de células que ainda podem invadir tecidos e 6rgaos,
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espalhando-se para outras regides do corpo. Tal enfermidade permanece como uma
das mais importantes doencgas crénico-degenerativas pela sua incidéncia e mortalidade
(Nacional Cancer Institute - US). A cada ano se configura e se consolida como um
problema de saude publica de dimensbes mundiais. De acordo com a Agéncia
Internacional para Pesquisas em Cancer (IARC, 2003), anualmente seis milhdes de
pessoas morrem de cancer no mundo e cerca de dez milhdes de novos casos sdo
diagnosticados, enquanto que segundo estimativas apresentadas pelo Instituto
Nacional do Céancer (INCA, 2007), sete milhbes de pessoas morrem por ano, e estima-
se que em 2020 este indice alcance quinze milhdes de casos novos no mundo. No
Brasil foram previstos 466 mil casos novos para o ano de 2008 (INCA, 2007).

O tratamento do céancer pode ser feito por meio de cirurgia, radioterapia,
quimioterapia ou transplante de medula 6ssea. Em muitos casos, é necessario
combinar essas modalidades. Sabe-se que as terapias antineoplasicas convencionais
sdo de significativa importancia no aumento da expectativa de vida do paciente, mas
podem, também, comprometer sua sbrevivéncia.

A cirurgia é uma das principais modalidades terapéuticas no tratamento do
cancer, desde que o tumor apresente localizacdo anatbmica favoravel e seja
diagnosticado antes da ocorréncia de um processo metastasico (PAGE, 1991; RANG et
al., 2004). Pode ser curativa quando o tratamento compreende a remocgao total da
massa neoplasica e € diagnosticada antes de gerar metastases, e paliativa quando a
incisao reduz o tumor e retarda a evolugdo da doenca. A cirurgia pode ser exclusiva ou
combinada a outros métodos de tratamento, como radioterapia e/ou quimioterapia. Em
muitos casos, porém, ocorrem complicacdes pos-operatorias que podem gerar seqielas
fisicas e funcionais (ITC, 2008), ou mesmo, em casos extremos, levar o paciente a 6bito
(SAWADA et al., 1998).

A radioterapia € uma modalidade utilizada quando a neoplasia esta localizada
em regides que inviabilizam intervengdo cirurgica ou em casos de reincidéncia apds
cirurgia (MARKS; MOHIUDDIN; EITAN, 1991). Baseia-se na destruicao de células por
meio da absor¢ado da energia incidente. A radiagao danifica a estrutura quimica interna
das células cancerigenas que as impedem de multiplicar, efeitos que levam a morte da

célula por apoptose, processo de suicidio programado da célula, ou por necrose,
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processo passivo desencadeado por aberragbes cromossdmicas letais que sdo geradas
pela radiacdo durante a mitose (COHEN-JONATHAN et al.,, 1999). Os danos
provocados pela radiagdo ionizante sdo causados por uma interacdo direta com a
molécula alvo ou, indiretamente, pela formacédo de radicais livres. A radioterapia é
geralmente usada em tumores solidos localizados e em canceres que afetam a
circulagdo sangiiinea, como leucemia e linfoma. E freqlientemente usada em
combinacdo com outras modalidades terapéuticas, e quando utilizada antes ou durante
um outro procedimento, age como neoadjuvante, reduzindo o tumor para a realizagéo
de uma cirurgia ou quimioterapia mais efetiva; e quando utilizada posteriormente, atua
como tratamento adjuvante, de forma que destréi qualquer célula de cancer que possa
ter permanecido (ITC, 2008). No entanto, por meio dos seus efeitos secundarios, a
radioterapia pode provocar alteracdes genéticas em células normais que resultam em
um novo processo neoplasico (ENGELS et al., 1998).

Por sua vez, a quimioterapia representa uma importante ferramenta (CLETON,
1995) que pode ser usada como tratamento principal ou adjuvante apds procedimentos
cirurgicos ou radioterapicos (OKUNO et al., 1986) para ter certeza de que todas as
células do cancer foram eliminadas (ITC, 2008). A quimioterapia pode envolver uma
unica droga ou a combinagao de duas ou mais drogas (dependendo do tipo de cancer e
sua taxa de progressdo) que agem de forma sistémica devido a agdo nao especifica
dos agentes quimioterapicos, a fim de destruir e controlar o crescimento de células
cancerigenas e também aliviar os sintomas da dor. Uma das maiores limitagdes das
drogas antineoplasicas é o seu baixo indice terapéutico porque a dose requerida para
produzir efeitos antitumorais € também toxica aos tecidos normais, pela similaridade
bioquimica existente entre os dois tipos celulares (ALEXIOU, 2000).

O transplante de medula éssea, procedimento terapéutico onde é feita a infusdo
venosa de células do tecido hematopoiético, tem a finalidade de restabelecimento da
hematopoiese apds a aplasia medular, seja ela de causa benigna primaria, como no
caso da anemia aplasica, seja na neoplasia maligna, como leucemias e linfomas; ou
ainda relacionada ao tratamento (radioterapia e/ou quimioterapia) realizado para estas
neoplasias (GENGOZIAN et al., 1958; LUDWIG et al., 1977, MARTI et al., 1999;
WASELENKQO et al., 2004; JEFFREY et al., 2006). O transplante pode ser autogénico,
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quando a medula ou as células precursoras de medula 6ssea provém do préprio
individuo transplantado; ou é dito alogénico, quando provém de um outro individuo.
Pode também ser feito a partir de células precursoras de medula 6ssea obtidas do
sangue circulante de um doador ou do sangue de corddo umbilical. A limitacao desta
modalidade terapéutica esta na necessidade de se obter compatibilidade imunitaria
entre as medulas do doador e do receptor e a chance de encontrar uma medula
compativel € 1:100.000 (CEMO/INCA).

As limitagbes apresentadas pelas terapias convencionais suscitam o
desenvolvimento de metodologias com novos mecanismos de ag¢ao para o tratamento
do cancer (SCOTT; WELT, 1997; ROTHENBERG, CARBONE; JOHNSON, 2003;
MORALES, 2007). Essas novas alternativas devem alcancar melhores resultados em
relacao as terapias convencionais e ainda reduzir os efeitos colaterais.

Buscando alcangar este mérito, varias terapias tém sido investigadas, entre as
quais tém destaque aquelas que utilizam nanobiomateriais, como a magnetohipertermia
(JORDAN et al., 1999; WUST et al., 2002; BRIGGER et al., 2002; GUEDES, 2005) e a
Terapia Fotodinamica (BONNET; BERENBAUM, 1989; BROWN et al., 2004; OLIVEIRA
et al., 2006).

1.3.1 Magnetohipertermia

Hipertermia (HT) € uma terapia que eleva artificialmente a temperatura dos
tecidos com a finalidade de obter beneficios terapéuticos. Estudos em culturas de
células e em animais experimentais demonstraram que a morte celular ocorre a partir
de temperaturas de 41°C-42°C (MINAMIMURA et al., 2000; WUST et al., 2002;
BRUSENTSOV et al., 2004). O uso desse procedimento pode apresentar grandes
vantagens para tratamento do cancer, pois partindo do pressuposto de que as células
tumorais sdo menos resistentes ao aumento brusco de temperatura do que as células
normais circunvizinhas, a terapia hipertérmica causaria a lise exclusivamente de células
neoplasicas (VAN DER ZEE et al., 2000, YAN et al., 2005). A maior sensibilidade das

células tumorais a temperatura elevada se deve a desorganizacdo angiogénica da
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massa tumoral que inviabiliza a dissipagdo do calor (JORDAN et al., 1999), ao baixo
pH, a hipoxia e a falta de nutrientes, como a glicose (MOROZ et al., 2002; AKTAS et al.,
2006).

Para promover esse aumento da temperatura, laser, radiofreqiiéncia,
microondas, insercdo local de agulhas ferromagnéticas (YANASE et al., 1997) ou
administracédo de substancia indutora de febre (pirogénio) tém sido utilizados (BLASIAK,
2003). Embora essas técnicas sejam capazes de elevar a temperatura celular (42°C-
45°C), apresentam efeitos colaterais indesejados, como a falta de seletividade que
termina por afetar tecidos saudaveis do organismo e o fato de n&o permitir aquecimento
uniforme do tumor, dificultando a total erradicacdo do mesmo, o que torna a terapia
menos efetiva (SHINKAI et al., 1999; SUZUKI et al., 1999).

Uma proposta para solucionar as deficiéncias desta técnica oncoldgica que
apresenta grande potencial tecnoldgico, envolve a utilizagdo de materiais magnéticos
(BACRI et al., 1997; GORDON, 1998; RAU et al., 1998) para promover a hipertermia
em um processo conhecido como Magnetohipertermia (MHT). Gragas ao recente
desenvolvimento de métodos precisos de sintese de NPM, esta aplicagao tem superado
sua condicdo de especulacao teorica para tornar-se um projeto ja em andamento em
alguns centros de exceléncia no mundo inteiro (PANKHURST et al., 2003). Varias
pesquisas relacionadas a utilizacdo de NPM como mediadores no aquecimento e lise
de células tumorais tém sido realizados com magnetolipossomas ou fluidos magnéticos
(BOUHON et al., 1999 apud LACAVA et al., 1999).

A MHT visa a citdlise dos tecidos tumorais por meio do aumento localizado da
temperatura. O aquecimento sitio-especifico é alcangado mediante a utilizacdo de FM
contendo NPM biocompativeis e associadas, por exemplo, a anticorpos monoclonais
(AcM) que sejam especificos para proteinas da membrana de células neoplasicas. Esta
associacao direciona as NPM as células-alvo, restringindo o aquecimento ao tecido
tumoral, minimizando, deste modo, danos aos tecidos normais (SCHUTT et al.,1997).
As NPM podem ser atraidas e retidas na regido do tumor pelo uso de um campo
magnético estatico ou ainda serem injetadas diretamente no tumor (YANASE et al.,
1998). Uma vez que as células-alvo tenham endocitado as NPM, é aplicado um campo

magnético de corrente alternada (AC) que possibilita a elevagdo da temperatura local
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em até 8° C (BACRI et al., 1997; WUST et al., 2002). As NPM aumentam a temperatura
local por transformar a energia absorvida devido a exposicdo ao campo magnético
alternado em calor por meio de diversos mecanismos fisicos (NEILSEN, HORSMAN E
OVERGAARD, 2001; MA et al., 2004; WANG; GU; YANG, 2005). O aquecimento ainda
depende da freqliéncia e amplitude do campo e das caracteristicas das nanoparticulas,
como diametro e susceptibilidade magnética (BRUSENTSOV, 2004).

A MHT tem sido considerada uma técnica promissora para tratamento de
diversos canceres (WUST et al, 2002) e sua aplicabilidade tem sido avaliada
recentemente em testes clinicos, nos quais s&o incluidos estudos controlados e
altamente monitorados, conduzidos de forma a obter dados preliminares da eficacia da
técnica (HILDEBRANDT, 2002). HAUFF et al. (2006) demonstraram em testes clinicos
em humanos que a magnetohipertermia usando NPM pode ser aplicada com seguranca
no tratamento de tumores de cérebro e que as temperaturas alcangadas tiveram o
papel terapéutico desejado. Em um estudo clinico de fase |, LUBBE, ALEXIOU E
BERGMANN (1998) utilizaram epirrubicina, tanto em formulagéo livre, como ligada a
NPM, em pacientes com tumores superficiais, alcangando sucesso no direcionamento
da droga ligada a NPM para a massa tumoral com a ajuda de magnetos externos.
Observaram por meio de exames de imagem por RMN acumulo da droga no local-alvo
e testes histolégicos revelaram regressdo tumoral. A tolerancia dos pacientes ao
tratamento e auséncia de efeitos colaterais foi considerada satisfatéria. Os testes pré-
clinicos deste grupo realizados em ratos mostraram que a epirrubicina associada a
NPM levou a redugao tumoral dez dias apés tratamento.

A MHT pode ser administrada simultaneamente com outras modalidades
terapéuticas, sobretudo para melhorar a eficacia dos farmacos antineoplasicos, sem
aumentar o seu potencial citotdéxico, sendo favoravel também ao aumentar a resposta
clinica na radioterapia (DAHL et al., 1999; JORDAN et al., 1999, HILDEBRANDT, 2002;
LACAVA, 2006).
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1.3.1 Terapia Fotodinamica

Outra terapia alternativa que tem sido investigada nos ultimos anos, a Terapia
Fotodinamica (TFD), é baseada na utilizacao de farmacos fotossensibilizadores como
agentes no tratamento de tecido tumoral (OLIVEIRA, 2006; RIBEIRO et al., 2007). A
utilizagdo da luz como alternativa terapéutica para diversas doengas ja ocorre ha muitos
anos (ACKROYD et al., 2001), mas foi nos ultimos anos que a TFD despertou maior
interesse, tendo sido inclusive reconhecida como uma alternativa para o tratamento de
cancer (MACHADO, 2006). A Terapia Fotodinamica pode ser utilizada de forma isolada
ou em combinag&o com as terapias antineoplasicas convencionais, e ainda com novas
estratégias terapéuticas, como a terapia anti-angiogénica (FERRARIO et al., 2000) e a
Magnetohipertermia, para combater o cancer (TEDESCO; ROTTA;LUNARDI, 2003
;TEDESCO et al., 2004).

A TFD se refere ao emprego terapéutico de reagdes fotoquimicas, que tém como
principal aplicacéo o tratamento do cancer, mas também tem sido estudada para tratar
outras doengas nao oncoldgicas, como a degeneragcdo macular da retina, psoriase,
artrite reumatoide crénica, micoses, infecgbes bacterianas, verrugas, aterosclerose,
virus e pragas agricolas (NYMAN; HYNNINEN, 2004; DICKSON; GOYAN; POTTIER,
2003; MAC DONALD; DOUGHERT, 2001; CALIN; PARASCA, 2006). Esta terapia utiliza
um composto fotossensivel, geralmente um corante, que tem acdo apenas quando
irradiado com uma luz laser. A absorgcdo da luz por esse corante gera uma série de
processos no sistema biolégico que levam a apoptose ou necrose das células do
tecido-alvo, sendo a morte celular induzida pelos radicais livres gerados no
procedimento (TEDESCO, 2003 ;TEDESCO et al., 2004; MACHADO, 2006).

Como terapia para tratamento do cancer, a TFD possui caracteristicas
intermediarias entre a quimioterapia e a radioterapia, apresentando efeitos colaterais
minimos, pois apresenta maior seletividade e baixa invasividade. A maior seletividade
decorre do fato da substancia fotossensivel se acumular preferencialmente nos tecidos
doentes (OLIVEIRA, 2006), devido a formacdo de complexos intravasculares com
lipoproteinas de baixa densidade (LDL). Como ocorre maior concentracdo de

receptores para esta lipoproteina na superficie das células neoplasicas, em
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comparagdo com as ceélulas normais, ha deposicdo preferencial dos farmacos
fotossensibilizadores sobre este tecido (MICHELS; SCHMIDT-ERFURTH, 2003;
RIBEIRO et al., 2007), de modo que a seletividade tumoral aumenta com o carater
lipofilico do agente fotossensibilizador (SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002; VIA;
MAGNO, 2001). Por sua vez, a reduzida invasividade permite que o tratamento possa
ser realizado diversas vezes no mesmo local.

O tratamento fotodindmico tem inicio a partir da administragéo local ou
endovenosa dos farmacos fotossensibilizadores que, apos tempo pré-determinado, ira
se acumular no tecido tumoral. Em seguida, o local é irradiado utilizando-se luz visivel
monocromatica com o comprimento de onda adequado, geralmente na regido do
vermelho (OLIVEIRA, 2006) ou infravermelho proximo (RIBEIRO et al., 2007), a fim de
que a radiacao penetre efetivamente no tecido-alvo e ative a substancia fotossensivel
(DE ROSA; CRUTCHLEY, 2002). Assim que o farmaco fotossensibilizador absorve a
luz, varios processos fotofisicos ocorrem, de modo que o fotossensibilizador pode
interagir fotoquimicamente com moléculas de oxigénio localizadas préximas a regido
irradiada, gerando espécies reativas que oxidam biomoléculas e danificam o tecido
irradiado (GORMAN et al., 2004; OLEINICK; VAN NOSTRUM, 2004; MORRIS, 2002),
por meio de processos inflamatério e necrotico. Geragdes novas de farmacos
fotossensibilizadores agem por processo apoptético (OLIVEIRA, 2006).

Os mecanismos de agao fotoquimicos e fotofisicos ocorrem devido a excitacao
do fotossensibilizador provocada pela irradiacdo luminosa, a partir do estado
fundamental (Sy) para um estado eletrénico de maior energia, estado eletrénico singleto
excitado (Sy), do qual pode retornar ao estado fundamental via processos radioativos ou
ndo radioativos, ao estado singlete de menor energia (S4). Em seguida, o
fotossensibilizador no estado eletronico singlete de menor energia (S1) sofre uma
transicdo para o estado tripleto excitado de menor energia (T¢) (FOOTE, 1991,
MORRIS, 2002; GORMAN et al., 2004; OLEINICK; VAN NOSTRUM, 2004). O
fotossensibilizador no estado tripleto excitado apresenta um tempo de vida maior do
que no estado singleto excitado, em razdo da transicdo T1—S, (RIBEIRO et al., 2007)
(Figura 4).
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A TDF tem apresentado sucesso no tratamento de céncer de pele, tanto no
estudo clinico coordenado por pesquisadores da Rede de Nanobiomagnetismo
(MCT/CNPq) e do Centro de Nanociéncia e Nanobiotecnologia (CNANO) da
Universidade de Brasilia no Hospital Regional da Asa Norte (HRAN) em Brasilia
(Lacava, informacdo pessoal), quanto fazendo parte da rotina clinica em alguns
hospitais (ACKROYD et al.,, 2001; SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002). Muitos
agentes de uso topico ja sdo empregados na pratica clinica e o desafio atual € criar
novas formulagdes para que a TFD possa tratar tumores mais profundos (BOWN et al.,
2004). Em acordo com este desafio, a associacdo de nanoparticulas a agentes
fotossensiveis tem demonstrado enorme potencial até mesmo contra canceres
cerebrais, que sdo agressivos e dificeis de tratar (GAO et al., 2006). Segundo
DOLMANS, FUKUMURA e JAIN (2003), o agente pode continuar ligado de maneira

estavel a NPM durante a TFD, sem a necessidade de liberacéo local.
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Figura 4: Diagrama de Jablonski modificado. (A) absorgcado de um féton, (S0) estado fundamental, (Sn)
estado excitado singleto, (S1) primeiro estado excitado singleto, (RV) relaxamento vibracional, (Cl)

cruzamento interno, (CIS) cruzamento intersistemas, (Tn) estado excitado tripleto.
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A magnetohipertermia e a terapia fotodindmica representam terapias
promissoras no combate ao cancer (JORDAN, A. et al., 1999; WUST et al., 2002;
TEDESCO, 2003 ;TEDESCO et al., 2004), principalmente porque apresentam efeitos
colaterais reduzidos em relagdo as terapias convencionais. A acao individualizada
desses dois procedimentos com outras terapias oncologicas (DEGER et al., 2002) tem
sido pesquisada intensamente nos ultimos anos. No entanto, poucos estudos tém sido
realizados para avaliar a agao simultanea da TFD e da MHT.

Buscando conhecer os efeitos bioldgicos e terapéuticos relacionados a utilizagao
conjunta da TFD e da MHT no tratamento de neoplasias, foi desenvolvido um novo
material que se baseia em lipossomas de longo tempo de circulagao (furtivos) contendo
o farmaco fotossensibilizador zinco-ftalocianina e NPM de ferrita de cobalto recobertas
com acido citrico. A escolha da ferrita de cobalto para compor esse conjugado ocorreu
devido aos resultados de biodistribuicdo e biocompatibilidade favoraveis encontrados
previamente (KUCKELHAUS, 2003). Os testes biologicos serdo realizados em

camundongos sadios e em portadores de carcinoma ascitico de Erhlich.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho visa investigar efeitos bioldgicos da administragdo da amostra de
magnetolipossomas fotossensibilizados com zinco-ftalocianina (MLpgg-ZnF) e sua
eficiéncia nos processos de Magnetohipertermia (MHT) e Terapia Fotodinamica (TFD)

em camundongos portadores de Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE).

2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar, por meio de testes biologicos (teste de micronucleo, analise
citométrica no sangue e peritbnio, analise histoldégica de figado, baco e
pulmdes e viabilidade de fagocitos peritoneais), os efeitos induzidos por
MLpeg-ZnF e, como controle, de varios sistemas formados por seus
constituintes: MLpgg (magnetolipossomas furtivos), Lpeg-ZnF (lipossomas
furtivos associados ao ZnF) Lpgg (lipossomas furtivos);

b) Avaliar, por meio de testes biologicos (teste de micronucleo, analise
citométrica no sangue e peritbnio, analise histolégica de figado, baco e
pulmdes e viabilidade de fagocitos peritoneais), os efeitos induzidos por
MLpeg-ZnF, ap6s submisséo ao campo eletromagnético alternado (MHT) e/ou
laser (TFD);

c) Avaliar possivel remissdo tumoral em animais portadores de tumor ascitico de
Ehrlich tratados com a amostra MLpes-ZnF, via intraperitoneal, e

subsequentemente submetidos a MHT e/ou TFD.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material
3.1.1 Amostras

As amostras magnéticas e/ou fotossensibilizadas utilizadas neste trabalho foram:
1) FeCoML, lipossomas furtivos associados a nanoparticulas magnéticas (NPM),
constituindo os magnetolipossomas (Figura 05) utilizados para padronizar as condi¢cbes
de uso do equipamento gerador de campo magnético alternado (AC), 2) MLpgg-ZnF,
lipossomas furtivos associados a nanoparticulas magnéticas e associados ao
fotossensibilizador zinco-ftalocianina (ZnF); 3) MLpeg, magnetolipossomas furtivos; 4)

Leec-ZnF, lipossomas furtivos associados ao ZnF; e 5) Lpgg, lipossomas furtivos.

Camada de
Polietilenoglicol

NPM |

\< Bicamada Lipidica

Figura 05: Representagdo esquematica de um magnetolipossoma furtivo, com o nucleo (regido escura)

constituido de uma nanoparticula magnética (NPM) encapsulada pela bicamada fosfolipidica.

As NPM utilizadas nas amostras magnéticas (FeCoML, MLpgg-ZnF e MLpgg)
foram sintetizadas no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Goias, UFG. As

NPM séao a base de ferrita de cobalto (CoFe;04) obtidas por precipitagdo em solucao
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alcalina e estabilizadas pelo recobrimento com acido citrico, segundo técnica padréao de
co-precipitacdo (GOETZE; GANSAU; BUSKE, 2002; TRONCONIA et al., 2004). As
amostras lipossomais, associadas ou ndo as NPM e/ou ao ZnF foram produzidas no
Grupo de Fotobiologia e Fotomedicina do Departamento de Quimica da Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, USP (TEDESCO et al.,, 2004). Os
lipossomas foram sintetizados a partir de L-a-dipalmitoil fosfatidil-colina (DPPC) e
colesterol, associados moléculas de polietilenoglicol (PEG), semelhantemente ao
processo de sintese ja descrito na literatura (OLIVEIRA et al., 2006). Resumidamente,
0s magnetolipossomas foram preparados por um método que consiste na injecao (por
uma bomba peristaltica de adicdo controlada) de uma solugéo etandlica de lipidio em
volume adequado de fluido magnético (em meio organico) em tampéo fosfato pH 7,4,
contida em uma jaqueta termostatizada e com agitagdo magnética constante, com a
finalidade de se obter a concentracao final de particulas/ mL desejada. Os lipossomas
contendo o fluido magnético ou o fluido magnético mais algum farmaco (p.ex.: agente
fotossensibilizador; quimioterapico) sao preparados por meio deste procedimento.

A concentracdo final de NPM na amostra FeCoML foi de
2,4 x 10" particulas / mL, e nas demais amostras, MLpgg-ZnF € MLpgg, utilizadas neste

estudo foi de 4,8 x 10 particulas/mL.

3.1.2 Equipamentos
3.1.2.1 Eletromagnético

Para os testes biolégicos com aplicacédo de AC foi utilizado equipamento gerador
de campo eletromagnético de freqiiéncia alternada que opera com radiofreqliéncia em
1 MHz, amplitude de campo de 40 Oe e intensidade de corrente elétrica de 1 A/m. O
gerador do AC esta acoplado a uma haste mével com solendide (Figura 6) (GUEDES et
al., 2004).
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Figura 06: Aparelho gerador de campo eletromagnético alternado (Pl 0204433-1).

3.1.2.2 Laser

Para os testes biol6gicos com exposic¢ao a luz foi utilizado sistema Laser Diodo da
marca BWF Light Source-Tech in, com o comprimento de onda de 670 nm, acoplado a
uma fibra 6tica, operando a 80 mW de poténcia (Figura 7). Para experimentos in vivo foi

utilizada uma energia total de 480 J/ cm? / animal.

Figura 07: Aparelho emissor de laser (670 nm).
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3.1.3 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem Swiss, ndo isogénicos, com
idade aproximada de 60 dias e peso médio de 24-26 g, fornecidos pelo Biotério da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, USP. Durante a fase
experimental, os animais foram mantidos no Biotério do Laboratério de Genética, UnB,
com ciclo claro/escuro de 12/12 horas, em gaiola de plastico contendo serragem
autoclavada, ragcédo balanceada e agua ad libitum. Os animais foram submetidos a um
periodo de 10 dias de adaptagéo antes do inicio do experimento.

As normas para a pratica cientifica da vivissecgdo de animais previstas pela Lei
6.638, de 08 de maio de 1979, e os principios éticos no uso de animais de laboratério,
determinados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA) em 1991,
foram cuidadosamente atendidos no desenvolvimento desta tese. O projeto de
pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do

Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia.

3.1.4 Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE)

3.1.4.1 Obtencao e transplante das células do TAE

As células TAE utilizadas neste trabalho foram gentilmente cedidas pela profa.
Rosane Nassar M. Guerra, do Laboratério de Imunofisiologia da Universidade Federal
do Maranhao.

Para manutengado das células no laboratério, 200 uL contendo 2x10° células/mL,
foram inoculadas, via IP, com auxilio de seringas de insulina em animais saudaveis.
Esse procedimento foi repetido a cada 8 dias, por 60 dias.

As células tumorais utilizadas nesta fase experimental foram obtidas a partir de
camundongos portadores do tumor que sofreram eutanasia por inalagdo, em camara

mortifera, de uma superdosagem de Eter Etilico P.A. (Dietilico), e em seguida foram
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submersos em alcool 70% por cinco minutos. A seguir, sob condi¢cdes estéreis, em
capela de fluxo laminar, 5 mL do liquido ascitico foram retirados da cavidade abdominal
e transferidos para um tubo Falcon de 15 mL contendo o mesmo volume de PBS pH
7,4. Ap6s homogeneizar com auxilio de pipeta Pasteur descartavel, o material foi
centrifugado a 1000 rpm, por cinco minutos, o sobrenadante foi descartado, as células
foram ressuspensas em novos tubos Falcon estéreis contendo PBS, procedimentos
estes repetidos mais duas vezes.

As células TAE foram contadas em hemocitdbmetro de Neubauer (Bright-Line
Hemacytometer Sigma), utilizando-se os quadrantes laterais, e o desejado indice de
90% de viabilidade foi verificado pelo método de excluséo por azul de tripan a 0,4%, na
proporcdo 1:1. As células que apresentaram coloragdo azul foram consideradas
inviaveis. Apos os testes de viabilidade e de contagem celular, as células tumorais de
cada animal foram preparadas em PBS pH 7,4 de modo que tivessem concentracao
final de 2x10° células viaveis/mL. O volume de 0,3 mL da suspens&o foi inoculado, via
IP, para o desenvolvimento da forma ascitica e ap6s 6 dias foram iniciados os
tratamentos experimentais (DAGLI et al., 1992; NASCIMENTO et al., 2006).

3.2 Delineamento Experimental

A primeira etapa do estudo compreendeu a determinagdo das condi¢cdes de
funcionamento do equipamento gerador de AC, por meio do teste do micronucleo (MN)
e analise citométrica de sangue e do peritdnio. Animais saudaveis foram inicialmente
tratados com uma amostra de magnetolipossomas (FeCoML) previamente estudada
(KUCKELHAUS, 2003) e expostos ao campo durante 3, 5 ou 10 minutos. A coleta das
amostras foi feita 30 minutos ou 24 horas apés a exposi¢cao ao campo. O grupo controle
nao recebeu qualquer tratamento.

A segunda etapa teve como objetivo a avaliagcdo da toxicidade das amostras
magnéticas e/ou fotossensibilizadas em animais saudaveis, por meio do teste de MN,
analise citométrica de sangue e peritdnio, analise histologica de figado, bago e pulmdes

e avaliacao da viabilidade de fagécitos peritoneais. Os animais foram distribuidos em
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trés grupos com tratamento por: 1) MLpgg-ZnF, 2) MLpeg, € 3) Lpec, € em dois grupos
controles, sendo que em um deles os animais receberam tampao fosfato pH 7,4 e no
outro nédo receberam qualquer tratamento.

A terceira etapa teve como objetivo a avaliacdo da toxicidade de amostras
magnéticas e/ou fotossensibilizadas em animais saudaveis submetidos ao AC (com as
condi¢cbes de uso determinadas na primeira etapa), por meio do teste de MN, analise
citométrica de sangue e peritdnio, analise histologica de figado, bago e pulmdes e
avaliagdo da viabilidade de fagocitos peritoneais. Os animais foram distribuidos em trés
grupos com tratamento por: 1) MLpgg-ZnF, 2) MLpgg, € 3) Lpeg, € em dois grupos
controles, tampéao fosfato pH 7,4 e sem tratamento.

A quarta etapa teve como objetivo a avaliacdo da toxicidade de amostras
magnéticas e/ou fotossensibilizadas em animais saudaveis submetidos ao laser, por
meio do teste de MN, analise citométrica de sangue e peritbnio, analise histologica de
figado, baco e pulmdes e avaliagédo da viabilidade de fagdcitos peritoneais. Os animais
foram distribuidos em trés grupos com tratamento: 1) MLpgg-ZnF, 2) Lpes-ZnF, € 3) Lpec
e em dois grupos controles, tampao fosfato pH 7,4 e sem tratamento.

A quinta etapa teve como objetivo a avaliacéo da toxicidade da amostra MLpgg-
ZnF em animais saudaveis submetidos ao AC e ao laser, por meio do teste de MN,
analise citométrica de sangue e peritdnio, analise histologica de figado, bago e pulmdes
e avaliacao da viabilidade de fagdcitos peritoneais. Os animais foram distribuidos em
grupo experimental (MLpeg-ZnF) e grupo controle (Tampéao Fosfato pH 7,4).

Para realizar os testes das etapas 2 a 5, as amostras bioldgicas foram coletadas
em cinco diferentes tempos ap6s os respectivos tratamentos: 30 minutos, 6 horas, 1, 2
e 7 dias, exceto para o teste do micronucleo, para o qual os tempos de analise foram 1,
2 e 7 dias ap06s tratamentos.

Nas etapas de 1 a 5, os grupos foram constituidos por cinco animais (n = 5),
exceto para a analise histoldgica, com trés animais (n=3).

A sexta etapa visou verificar a possivel remissao tumoral em animais portadores
do Tumor Ascitico de Ehrlich que receberam injecdo da amostra de MLpgg-ZnF e foram
em seguida submetidos a MHT e/ou TFD, por meio da avaliagcao de viabilidade celular,

contagem de células claras e escuras, contagem diferencial de leucdcitos, avaliagao
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das regides organizadoras de nucléolos (AgNORs), peso corpdreo, volume ascitico e
sobrevida. Os animais foram distribuidos em um grupo de tratamento com MLpgg-ZnF e
um grupo controle (tampao fosfato pH 7,4). Para a maioria dos testes desta etapa, cada
grupo experimental possuia sete animais (n = 7). Mas, para a analise da sobrevida e da

avaliagdo do peso corporal, o tamanho amostral foi de dez animais (n=10).

3.3 Metodologia

3.3.1 Tratamentos

3.3.1.1 Determinagao do tempo de exposi¢cdao ao campo magnético (AC)

Animais foram tratados com dose Unica de 100uL (2,4 x 10'® particulas / mL) de
FeCoML (KUCKELHAUS, 2003), via intraperitoneal (IP). A dose administrada foi
definida por meio da DL50. Ap6s serem devidamente anestesiados com éter etilico P.A.
(Dietilico), os camundongos foram submetidos ao AC por 3, 5 ou 10 minutos (GUEDES,
2005). O grupo controle ndo foi submetido a qualquer tratamento. As analises foram

realizadas 30 minutos e 24 horas ap6s submissao ao AC.

3.3.1.2 Tratamento com amostras

Para os estudos das fases 2 a 5, os animais foram tratados, via IP, com 100uL
(4,8 x 10" particulas / mL) em dose Unica de MLpgg-ZnF, MLpgg, Lpec-ZnF ou Lpgg. A
dose administrada foi definida por meio da DL50 em teste piloto. Foram também
analisados dois grupos controle: (1) animais que receberam dose unica (100uL) de
Tampao Fosfato (pH 7,4) e (2) animais que ndo receberam qualquer tratamento
(controle negativo). As analises foram realizadas em tempos variados apo6s a

administracdo da amostra, de acordo com cada teste realizado.
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Para estudo da fase 6, os animais portadores de TAE receberam, via IP, trés
doses de MLpeg-ZnF, contendo 100uL de amostra por dose, com intervalos de 48 horas
entre as injecbes. A coleta de material para analise foi obtida uma hora apés o ultimo

tratamento realizado.

3.3.1.3 Tratamento por exposi¢ao ao AC

Para aplicacdo de AC, os animais tratados com suas respectivas amostras,
foram sedados com éter etilico P.A. (Dietilico) nas duas primeiras fases do estudo (ver
item 3.4) ou com anestesia dissociativa, via subcutanea, de quetamina / xilazina, em
doses de 15mg/kg e Smg/kg, respectivamente, na terceira e quarta fases experimentais
(ver item 3.4). A exposicdo ao campo foi realizada com os animais posicionados em
decubito dorsal, sem necessidade de abertura abdominal. A bobina, que € o ponto de
concentragcdo do campo eletromagnético, foi colocada junto a pele do abdémen do

animal. O tempo de exposi¢ao ao campo foi de trés minutos.

3.3.1.4 Tratamento por exposi¢ao ao laser

Para aplicacao do laser, os animais, tratados com suas respectivas amostras na
quarta e quinta etapas experimentais (ver item 3.4), foram sedados com anestesia
dissociativa, via subcutanea, de quetamina / xilazina, em doses de 15mg/kg e 5mg/kg,
respectivamente, e foram tricotomizados na regido abdominal com a finalidade de
reduzir barreiras a penetracdo da luz. A irradiacédo foi realizada com os animais
posicionados em decubito dorsal, sem abertura abdominal. A extremidade da fibra ética
foi colocada junto a pele do abdémen do animal em quatro pontos distintos, de modo a
formar um quadrante. O tempo de submissao ao laser em cada vértice do quadrante foi
de 5 minutos, totalizando 20 minutos de exposicéo. A intensidade de irradiagéo foi de

24 J/cm3 por minuto.



53

3.3.1.5 Exposi¢ao ao campo magnético e ao laser

Grupos pré-definidos das etapas 2 e 3, 30 minutos apds terem recebido a
administragdo das amostras, foram submetidos ao AC (3 minutos) e, logo em seguida,
ao laser (20 minutos), com intervalo aproximado de um minuto entre os dois
tratamentos. Os animais receberam anestesia dissociativa, em doses de 15mg/kg e
5mg/kg, respectivamente, via subcutanea, e também foram tricotomizados na regiéo
abdominal.

Os animais portadores de TAE da fase 6, que foram submetidos ao tratamento
de magnetohipertermia (MHT) e terapia fotodindmica (TFD), receberam 100uL de
MLpeg-ZnF, via IP, e 30 minutos apés a aplicagéo foram submetidos ao AC (3 minutos)
e ao laser (20 minutos), com intervalo de aproximadamente um minuto entre as
exposicdes. Como este grupo recebeu trés aplicagbes da amostra, apds cada injecao

0s animais eram novamente submetidos aos procedimentos de MHT e TDF.

3.4 Estudos in vivo

3.4.1 Analise Citométrica

A analise citométrica € um teste rapido e ndo dispendioso que permite a analise
das populagdes de células responsaveis pela defesa do organismo, permitindo verificar
a indugdo e a severidade de eventuais processos inflamatorios provocados em
diferentes situacoes.

A analise citométrica de células leucocitarias do sangue periférico envolveu
contagem global e diferencial, e a do fluido peritoneal, apenas a contagem diferencial.

Para a efetivacdo destas contagens foram retirados, por meio de puncgao
cardiaca, 400 pyL de sangue de cada animal devidamente anestesiado com éter etilico
P.A. (Dietilico). O sangue obtido foi misturado a 10 pyL do anticoagulante EDTA (acido
etilenodiaminotetracético bipotassico) a 10% em tubos Ependorff. Posteriormente, os

animais foram eutanizados por deslocamento cervical.
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3.4.1.1 Contagem global de leucécitos

Para a realizagdo da contagem global de leucécitos, 20 uL de sangue periférico
foram colocados em tubos Ependorff contendo 400 uL de liquido diluidor, o liquido de
Turk (composto por 2 mL de acido acético glacial, 1 mL da solugao de azul de metileno
1% e 97 mL de agua destilada), obtendo-se uma diluicdo de 1:21, segundo metodologia
de LIMA et al. (1987) modificada. O material foi homogeneizado lentamente por
inversdo durante dois minutos. Posteriormente, 10 yL do homogeneizado foram
colocados em hemocitbmetro de Neubauer espelhado (Bright-Line Hemacytometer
Sigma). Aguardou-se um minuto para que houvesse sedimentacéo das células, e em
seguida o material foi analisado em microscopia de luz (400%), contando-se a
quantidade de células leucocitarias contidas nos quatro reticulos laterais. A freqiéncia
foi calculada pela férmula leucocitaria geral para expressar o total de células por

microlitro:

nimero de leucécitos / mm ~ = — x FD x PC
r

Onde:
L = numero de Leucécitos contados nos quatro reticulos
r = numero de reticulos contados
FD = fator de diluigédo (21)
PC = Profundidade da camara (10%)

3.4.1.2 Contagem diferencial de leucécitos no sangue periférico

Foram preparadas distensbes do sangue periférico em laminas de vidro. O

material secou ao ar em temperatura ambiente por 24 horas, sendo posteriormente
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fixado com alcool metilico P.A por cinco minutos e corado com Wright-Giemsa
(TOLOSA et al., 2003) em tampao fosfato pH 6.8, por 6 minutos. Foram analisadas 500
leucécitos por lamina para determinacado da frequiéncia das popula¢des de mondcitos,
linfocitos, neutréfilos e eosindfilos. A analise foi realizada em microscopio de luz
(1000%), em teste cego. Para este estudo foram observadas as recomendacgbes
propostas por BAIN (2004), a fim de evitar distor¢cdes na freqiéncia dos leucécitos

causadas pela ma distribuicdo das células e por produtos artefatuais.

3.4.1.3 Contagem diferencial de leucécitos no fluido peritoneal

A coleta da amostra para contagem diferencial de leucécitos da cavidade
peritoneal foi feita por meio de suave compressao e esfregaco de uma lamina de vidro,
limpa e seca, sobre as algas intestinais delicadamente revolvidas, ap6s abertura do
abdémen. O material secou ao ar em temperatura ambiente por 24 horas, sendo
posteriormente fixado com alcool metilico P.A. e corado com Wright-Giemsa (TOLOSA
et al., 2003) em tampao fosfato pH 6.8, por 6 minutos. Foram contadas 500 células por
lamina diferenciando macrofagos, linfocitos, neutréfilos e eosinofilos de cada animal. A

analise foi realizada em microscépio de luz (1000x), em teste cego.

3.4.2 Viabilidade Celular

3.4.2.1 Viabilidade de células peritoneais

A analise da mortalidade celular na cavidade peritoneal possibilitara a avaliagao
do potencial toxico das amostras. Simultaneamente, a analise de células viaveis podera
fornecer possivel migracao celular.

Para a realizacédo desse teste, os animais das fases 1 a 3 foram eutanizados por

deslocamento cervical. Cada animal recebeu, por meio de uma incisdo de
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aproximadamente um milimetro, 10 mL de soluc&o gelada (4°C) de tampéo fosfato pH
7,2. Esta solugdo foi pipetada sucessivas vezes na cavidade peritoneal (trinta
segundos), com auxilio de uma pipeta plastica descartavel. A seguir, 8 mL da solugao
contendo células peritoneais foram transferidos para um tubo Falcon de 15 mL e
imediatamente centrifugados, por 5 minutos, a 1000 rpm. O sobrenadante foi
desprezado e o sedimento ressuspenso em 1 mL de tamp&o PBS. Deste, 40uL foram
transferidos para tubos Ependorff contendo 160uL de solu¢do de nigrosina a 0,05% em
PBS, um corante supravital do tipo aniénico que ndo penetra em células vivas (TOSTA,
1992). Uma aliquota de 10uL do homogeneizado foi analisada em hemocitdmetro de
Neubauer espelhado (Bright-Line Hemacytometer Sigma). Segundo TOSTA (1992), as
células consideradas viaveis se apresentam brilhantes, e as inviaveis, as que

apresentam variagdes de cor do cinza ao preto (TOSTA, 1992).

3.4.2.2 Viabilidade de células do fluido ascitico

Para a contagem das células viaveis e inviaveis, o liquido ascitico retirado da
cavidade abdominal, apés mensuragéo do volume, foi transferido para um tubo Falcon
de 15 mL, ao qual foi acrescentado o mesmo volume de tampao fosfato pH 7,4. Apos
homogeneizar com auxilio de pipeta Pasteur descartavel, o material foi centrifugado a
168 g por cinco minutos. O sobrenadante foi descartado, as células foram
ressuspensas em novos tubos Falcon estéreis contendo 1mL de tampé&o fosfato pH 7,4.
Em seguida, uma aliquota de 100 uL das células ressuspensas foi retirada e colocada
em tubo Ependorff contendo 900 pL de tampéo fosfato pH 7,4 pH 7,4 (diluicdo n° 1 =
1:10); uma aliquota de 100 pL desta diluicdo n°® 1 foi retirada e colocada em tubo
Ependorff contendo 900 pL de tampéao fosfato pH 7,4 (diluicdo n°® 2 = 1:100). Em todas
as etapas houve cuidado na homogeneizacao das amostras. Por fim, 40 yL da diluicao
n° 2 foram retirados e colocados em tubo Ependorff contendo 160 pL de nigrosina a
0,05%. As células foram contadas em hemocitdmetro de Neubauer espelhado (Bright-

Line Hemacytometer Sigma). Foram consideradas viaveis as células que se
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apresentaram brilhantes, e inviaveis, as que apresentavam variagdes de cor do cinza
ao preto (TOSTA, 1992).

3.4.2.3 Calculo da Viabilidade Celular

O calculo da viabilidade de células peritoneais foi feito mediante a formula abaixo

que expressa a porcentagem de células viaveis ou de inviaveis:

Onde:
C = Porcentagem de células viaveis ou inviaveis
n = numero de células contadas
r = numero de reticulos laterais contados
FD = fator de diluigéo (5)
PC = Profundidade da camara (10%)

3.4.3 Analise Genotodxica e Citotoxica

A avaliagdo da mutagenicidade e da citotoxicidade foi realizada por meio do teste
do micronucleo (MN) em eritrocitos da medula 6ssea (SCHMID, 1975). Os micronucleos
(MN) sao pequenas inclusbes de material nuclear dentro do eritrocito. Estas inclusbes
podem ser constituidas por cromossomos inteiros ou pedagos cromossémicos envoltos
por membrana nuclear, formados espontaneamente ou pelos efeitos de agentes

clastogénicos ou aneugénicos. Enquanto as substancias clastogénicas provocam
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quebras nas moléculas de ADN, as aneugénicas induzem perdas cromossémicas
devido a interferéncias na formagao e/ou ligagao do fuso mitético.

Durante o processo de maturacdo, os eritrécitos expulsam seus nucleos, de
forma que a presenca de MN retidos no citoplasma é indicativa de dano genético. O
potencial genotoxico de um agente € medido por sua capacidade de aumentar a
frequéncia de micronucleos em eritrocitos policromaticos (EPC - células jovens
contendo ARN no citoplasma) de animais tratados, quando comparada ao controle sem
tratamento (GUIDELINE OPPTS, 2008) (Figura 8).

: -
L EPC (F

Figura 8: Micronucleos (MN) em eritrécitos policromaticos (EPC) e normocromatico (ENC).

O teste do micronucleo ainda permite avaliar a citotoxicidade do agente na
medula 6ssea por meio da analise do percentual de EPC (% EPC) em relacao ao total
de eritrocitos policromaticos e normocromaticos (ENC - células maduras contendo
hemoglobina no citoplasma) contados. A toxicidade é indicada por uma redugao
significativa na percentagem dos eritrocitos policromaticos. O %EPC foi calculado pela

formula:

EPC
%EPC = x 100

EPC + ENC
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Para realizacdo do teste, logo apdés os animais serem eutanizados por
deslocamento cervical em tempos variados apés tratamentos (1, 2 e 7 dias), os fémures
foram removidos e uma das epifises cortadas. Em seguida, a medula éssea foi coletada
com 1 mL de soro fetal bovino (SFB) e transferida para um tubo Falcon de 15 mL. O
material foi homogeneizado e centrifugado por 5 minutos a 168 g. O sobrenadante foi
descartado, o sedimento ressuspenso em 300uL de SFB e uma gota deste
homogeneizado foi distendida em lamina de vidro. O material secou ao ar e em
temperatura ambiente por 24 horas, sendo posteriormente fixado com alcool metilico
P.A. e corado com Giemsa (TOLOSA et al., 2003) em tampao fosfato pH 6.8, na
proporcéo 1:14, por 6 minutos. Foram analisados 4000 eritrécitos, 2000 policromaticos
(EPC) e 2000 normocromaticos (ENC), em microscépio de luz (1000x). Para o calculo
da citotoxicidade foi registrado o numero de eritrécitos EPC ou ENC quando a outra
populagéo de células (EPC ou ENC) atingia a contagem de 2000.

Foi incluido um grupo controle-positivo para a genotoxicidade em EPC,
utilizando-se ciclofosfamida (CF) (40 mg/Kg), para assegurar que o teste estava sendo
realizado de acordo com os padrbes estabelecidos pela técnica. A ciclofosfamida € uma
substancia reconhecidamente genotdxica por causar quebras na molécula de DNA

(clastogénica).

3.4.4 Anadlise Histologica

O objetivo da avaliacao histolégica € observar possiveis alteragbes na estrutura
tecidual de um 6rgao, em particular devido a acdo do tratamento pelo qual o animal é
submetido. As alteracbes podem ser caracterizadas como infiltrados inflamatoérios,
espessamento do parénquima, necrose, fibrose, entre outros.

Os animais dos grupos experimentais e controles foram eutanizados por
deslocamento cervical em tempos variados apds os tratamentos.

A cavidade abdominal foi exposta com auxilio de instrumentos cirurgicos e
fragmentos do figado, baco e pulmao foram coletados. Imediatamente os 6rgdos foram

mergulhados em solugéo salina 0,9% para retirar o excesso de sangue e transferidos
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para um recipiente contendo o fixador Davison, no qual permaneceu por 10 horas a
4°C. O fixador Davison é constituido por uma solugdo contendo 40 mL de glicerina, 80
mL de formol a 37%, 114 mL de alcool absoluto e 126 mL de agua mili-Q. No momento
exato em que a solugdo vai ser utilizada, 1 mL de acido acético glacial para cada 9 mL
da solugéo é acrescentado (TOLOSA et al., 2003).

Em seguida, as pecas foram desidratadas a temperatura ambiente pela troca do
fixador por concentracdes crescentes de alcool a 70, 80 e 90%, durante uma hora em
cada, e 3 banhos de uma hora em alcool 100%. Posteriormente, os fragmentos foram
diafanizados por meio de banhos em solugéo de acool/xileno 1:1 (1 hora), seguido de
trés banhos de xileno P.A. (40 minutos / cada). Em continuidade, os fragmentos foram
submetidos a trés banhos de parafina (1 hora cada) em estufa a 56°C, e apds o ultimo
banho, cada fragmento foi incluido em bloco de parafina (TOLOSA et al., 2003).

Seccdes com 5 uym de espessura foram produzidas por meio do micrétomo (Leica
RM2125RT) e foram montadas em laminas de vidro. Foram coletados cortes
histologicos em trés diferentes planos, originando trés laminas cada um: o inicial, o
intermediario e o final. Foram descartados dez cortes entre cada plano de coleta. As
laminas prontas foram colocadas em estufa a 37°C para aumentar a aderéncia do corte
a lamina.

Uma lamina de cada plano de corte foi corada pelos métodos de hematoxilina-
eosina (HE) ou método de Perls (TOLOSA et al., 2003).

O material foi analisado em microscépio de luz (100%, 200%, 400x e 1000x),
procurando avaliar o padréo histologico do tecido e identificar a presenca de NPM.
Micrografias ilustrativas dos resultados foram feitas em microscépio Axioskop (Zeiss),

com objetivas variadas.

3.4.5 Regides organizadoras de nucléolo argentafins (AgNOR)

A técnica de AgNOR €& um método histoquimico que evidencia as Regides

Organizadoras de Nucléolo (NORs), sendo considerado um bom marcador de
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proliferacéo celular e conseqiientemente Util na avaliagdo de malignidade (TRERE,
2000; FILIPPIN et al., 2006; SILVA et al., 2007).

As regides organizadoras de nucléolo (NORs) foram descritas primeiramente por
HEINTZ (1931) e por MCCLINTOCK (1934) (DERENZINI, 2000), como sendo as
regides marcadas de cromatina em torno da qual, no fim da teléfase, o nucléolo torna
ser formado apds seu desaparecimento durante a fase mitética da célula. Estas regides
correspondem a regides do DNA que possuem genes de RNA ribossémico.

As NORs podem ser facilmente identificadas em microscopio convencional
mediante a impregnagao por prata coloidal (AgNOR), que promove a ligagcédo da prata
coloidal as proteinas acidicas, nao histénicas, associadas as NOR (KHAN et al.,1993
apud RIVERO; AGUIAR, 2002).

PLOTON et al. (1986) descreveram uma técnica para a demonstracao das NORs
que foi aplicada em seccgbes histoloégicas e em esfregacos celulares. A técnica
conhecida como AgNOR possibilita a visualizagdo das NORs, na microscopia de luz,
como estruturas redondas intranucleares de cor marrom-café (AUBELE et al., 1994;
Trere, 2000) (Figura 9).
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Figura 9: Amostras citolégicas de epitélio cervical uterino corado pela prata. O nimero de pontos AQNOR

corados em marrom café em numero crescente conforme a gravidade da lesdo (FILIPPIN et al., 2006).
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3.4.5.1 Técnica de AgNOR

Apods coleta do fluido ascitico (TAE) foi confeccionado esfregaco em duas
laminas de vidro. O material secou ao ar e em temperatura ambiente por 2 horas, sendo
posteriormente fixado com alcool metilico P.A por cinco minutos e as laminas foram
coradas com a técnica de AgNOR.

A solucéo aquosa de gelatina (solugao coloidal) foi preparada pela dissolugéo de
0,5 g de gelatina e 25 mL de agua mili-Q, em meio aquecido e pelo acréscimo de 0,25
mL de &cido formico a 1%, em agua mili-Q (solucao reveladora), depois de resfriada. A
solugéo de nitrato de prata foi preparada pela dissolucao de 1 g de cristais de nitrato de
prata em 2 mL de agua mili-Q, filtrada e acondicionada em frasco escuro, para evitar a
oxidagcdo do nitrato de prata. No momento do uso, a solucao final de coloragéo foi
preparada pela mistura das solug¢des reveladora e de nitrato de prata, na proporgao de
1:2.

A seguir, gotas da solucdo final foram adicionadas ao esfregaco até cobri-lo
completamente. As laminas foram colocadas em banho-maria a 62°C por 15 minutos,
sobre um suporte de maneira que néo tocassem a agua; até a obtencéo de coloragéo
marrom-dourado na superficie do esfregaco. As laminas foram enxaguadas em agua
destilada e secas ao ar. Depois de coradas, permaneceram ao abrigo da luz até o
momento da analise por microscopia de luz (TRERE, 2000; FILIPPIN et al., 2006).

3.4.6 Avaliagcao das células claras e células escuras

A classificacdo das células do TAE em claras e escuras, de acordo com sua
morfologia, foi proposta por SILVA (2003). Foi sugerido que os vacuolos citoplasmaticos
das células claras indicam algum tipo de atividade secretora, levando a maior produgéo
de liquido ascitico, o que € produzido em menor escala pelas células escuras.

As células claras mostram-se com citoplasma abundante, eosinofilico e com
muitos vacuolos; os nucleos apresentam-se grande, e as vezes essas células séo

multinucleadas. Por outro lado, as células escuras sédo arredondadas e apresentam



63

citoplasma reduzido, basofilico, poucos vacuolos e bordas definidas; os nucleos s&o
hipercromaticos e, em sua maioria, ovais (SILVA et. al., 2007; VERCOSA-JUNIOR et
al., 2006) (Figura 10).
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Figura 10: Esfregagos de células do liquido ascitico do tumor de Ehrlich em camundongos fémeas:

a) células coradas com kit panético (FREITAS et al., 2006) e b) células coradas com Giemsa.

Para avaliacao de células claras e células escuras, os animais foram eutanizados
por deslocamento cervical, o fluido ascitico (TAE) foi coletado e foram confeccionado
esfregagcos em duas laminas de vidro. O material secou ao ar e em temperatura
ambiente por 2 horas, sendo posteriormente fixado com alcool metilico P.A por cinco
minutos e coradas com Giemsa. Foram contadas as células claras e células escuras em

200 células em cada lamina.
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3.4.7 Qualidade do liquido ascitico no tumor de Ehrlich

Durante a mensuragéo do volume do fluido ascitico produzido em cada animal, foi
avaliado o grau de hemorragia, segundo FUKUMASU (2007), estabelecidos como
0 (amarelo turgido), 1 (rosa claro), 2 (avermelhado) e 3 (vermelho intenso), de acordo

com a quantidade de eritrocitos presentes (Figura 11).

Figura 11: Graus de hemorragia. (FUKUMASU, 2007).

3.4.8 Peso dos animais portadores do TAE

O peso dos animais da etapa 6 foi determinado em balanca digital (OHAUS
A560) com o objetivo de determinar a alteracdo de peso médio e possivel progresséo
tumoral. As pesagens foram registradas em cinco momentos diferentes: no dia da
implantacéo das células neoplasicas (TAE) e antes de cada um dos tratamentos com a
amostra (MLpgg-ZnF) e com as terapias (MHT e/ou TFD), que foram em numero de

trés.
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3.4.9 Volume do liquido ascitico dos animais portadores do TAE

Apds a coleta sanguinea, foi realizada eutanasia por deslocamento cervical,
incisdo da linha alba e entdo, com auxilio de uma pipeta de Pasteur descartavel, foi
coletado todo o liquido ascitico da cavidade abdominal, sendo este colocado em

proveta graduada para mensuracéo do volume.

3.4.10 Analise do tempo de vida dos animais portadores do TAE

Para avaliacdo da sobrevida dos animais portadores de TAE foi anotada
diariamente a ocorréncia da morte dos mesmos, o que possibilita o preparo de uma
curva de mortalidade. O ponto final do experimento foi determinado pela morte
espontanea dos animais.

A mediana do tempo de sobrevida dos animais (Median Survival Time - MST) e a
porcentagem de aumento do tempo de sobrevida (% ILS - percentage Increase in Life
Span) foram avaliadas até que o ultimo animal morresse espontaneamente. A MST foi
calculada por meio do programa estatistico MedCalc® versao 9.4.2.0, e a % ILS foi

calculada usando-se a equacéao descrita por GUPTA et al. (2000):

MST grupo tratado
% ILS = x 100 — 100
MST grupo controle

De acordo com GUPTA et al (2004) e FONSECA (2006), se o valor do %ILS
exceder 25%, tem-se um indicativo de que o tratamento possui uma atividade

antitumoral significativa.
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3.4.11 Analise Estatistica

Na etapa 1, a avaliagcédo da diferenca dos parametros testados entre os grupos na
analise citométrica de sangue periférico e do peritbneo, foi aplicado o método de
analise de variancia (ANOVA) empregando-se o teste “Fisher's PLSD”. E para
determinar o grau de cito- e genotoxicidade da amostra foi utilizado o teste nao
paramétrico Mann-Whitney, que se aplica a amostras pequenas e independentes,
correlacionando-as duas a duas. O nivel de significAncia adotado nestes testes foi de
5% (p < 0,05).

Os testes da etapa 1 foram realizados com auxilio do software de estatistica
STATISTICA® vers&o 0.99.

Para verificar a diferenca das médias entre os diferentes tratamentos das etapas
2 a 5, foi aplicado o teste ANOVA two-way (output General Linear Model).

Para verificar a diferenca das médias entre os diferentes tratamentos da etapa 6,
foi aplicado o teste ANOVA one-way (output General Linear Model). As variaveis dos
testes de viabilidade das células do fluido ascitico e de AGQNOR foram testadas quanto
ao tipo de distribuicdo por meio do teste de normalidade de Kolmorogov-Sminov. Para
verificar a homogeneidade de variancias, foi utilizado o teste de Levene. E para avaliar
o grau de hemorragia nos diferentes grupos tratados foi realizado o testes do qui-
quadrado (x %) (output General Linear Model).

Os post-tests utilizados em todas as avaliagbes estatisticas foram o de Tukey,
quando as variancias eram homogéneas ou o de Tamhane’s T2, no caso contrario.
(SPSS 16.0).

A sobrevida dos camundongos foi avaliada usando-se a curva Kaplan-Meier e o
teste estatistico Log-rank para comparar as curvas obtidas.

O nivel de significancia adotado nos testes foi de 5% (p<0,05). Os testes foram
realizados com auxilio dos softwares de estatistica SPSS® versdo 16.0 e MedCalc®

versdo 9.4.2.0.
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4 Resultados

4.1 Etapa 1 - Determinagado do tempo de exposi¢gao ao campo magnético (AC) em

animais expostos a amostra de magnetolipossomas (FeCoML)

Para determinar o tempo de exposi¢cdo ao AC que nao apresentasse efeitos pro-
inflamatérios ou atividade genotoxica e citotdxica, ainda que na presenga de uma
amostra magnética, foram utilizadas as analises citométricas do sangue periférico e do
fluido peritoneal, além do teste do micronucleo (MN), cujos resultados estdo descritos a

seqguir (Figuras 12 e 13).

4.1.1 Analise Citomeétrica

4.1.1.1 Analise citométrica do sangue periférico

A andlise citométrica do sangue periférico revelou que os resultados foram
dependentes do tempo de exposicdo ao AC (Figura 12). Nas coletas de células
realizadas 30 minutos ap0s a exposigdo, alteragbes significativas foram observadas
apenas apdés 5 minutos de exposicdo (aumento de mondcitos), tendo sido mais
expressivas com 10 minutos de exposicdo (aumento de monécitos e de neutrofilos),
embora a contagem global ndo tenha apresentado alteragcbes em todos os tempos
experimentais. Nas coletas de células realizadas 24 horas apds a exposicao, alteragcdes
significativas foram observadas apds 10 minutos de exposi¢cédo (aumento na contagem
global e nas populagbes de linfocitos e de neutréfilos). Os dados mostram, portanto,
que o tempo de coleta de células apos a exposi¢cao ao AC também altera os resultados
(comparar Figuras 12A e 12B). Qualquer que tenha sido o tempo de coleta apos a

exposicao, alteragdes ndo foram observadas até 3 minutos de exposi¢cédo ao AC.
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4.1.1.2 Analise citométrica do fluido peritoneal

No peritbnio, as analises realizadas 30 minutos apds a exposi¢do ao AC nao
mostraram alteragdes significativas nas populagdes diferenciais de leucocitos (linfocitos,
neutroéfilos, macrofagos e eosinéfilos) em qualquer um dos tempos de exposicao ao AC
(Figura 13A). Contudo, 24 horas apés a exposi¢cao de 5 minutos e 10 minutos ao AC,
ocorreram alteracdes significativas nas populacdes de macréfagos (diminuicdo) e
neutréfilos (aumento) (Figura 13B). Assim como observado no sangue, trés minutos de

exposicdo ao AC ndo induzem alteragdes significativas na citometria peritoneal.

4.1.2 Analise genotodxica e citotoxica

O teste de micronucleo mostrou que o tratamento com a amostra FeCoML e
subsequente exposicdo ao AC ndo induziu aumento na freqiiéncia de micronucleos de
eritrécitos normocromaticos em nenhum tempo experimental (dados ndo apresentados).
Também nao foi observado aumento na freqiéncia de micronucleos em eritrécitos
policromaticos apds o tratamento com FeCoML e da exposi¢édo ao AC por trés e cinco
minutos (Tabela 1). No entanto, apdés 10 minutos de exposi¢cado ao AC, a frequéncia de
micronucleos nos eritrécitos policromaticos aumentou, ficando similar aos valores
observados nos animais tratados com Ciclofosfamida que constituiam o grupo controle
positivo. Nesse mesmo grupo experimental houve reducéo significativa na porcentagem

de eritrocitos policromaticos (%EPC) (Tabela 1), sugerindo atividade citotoxica.
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Figura 12: Efeitos do campo magnético (AC) sobre a freqiiéncia de leucocitos no sangue de
camundongos previamente tratados com injegdo intraperitoneal de FeCoML. (A) Células obtidas 30
minutos e (B) 24 horas ap6s a exposi¢do ao campo magnético (AC). ¢ = Estatisticamente diferente do grupo
controle (p<0,05).
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Figura 13: Efeitos do campo magnético (AC) sobre a freqiéncia de leucécitos no peritdnio de

camundongos previamente tratados com injegdo intraperitoneal de FeCoML. (A) Células obtidas 30

minutos e (B) 24 horas apds a exposigdo ao campo magnético (AC). Letras diferentes nas colunas das

mesmas populacdes de células mostram diferencgas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Tabela 1: Efeitos de diferentes tempos de exposi¢do ao campo magnético (AC) na
genotoxicidade e citotoxicidade de eritrocitos da medula 6ssea de camundongos
tratados com FeCoML. As células foram coletadas 24 horas apés o tratamento com o

campo magnético.

GRUPO MN EPC % EPC
Controle 1,8 +0,8? 42,0+0,9°
3 minutos de exposig¢do 2,0+£1,2% 46,0 + 1,82
5 minutos de exposic&o 6,0 +2,0% 45,0 + 1,62
10 minutos exposicdo 11,8 + 5,3° 38,0 + 1,8°
Controle Positivo (CF) 12,2 +1,7° 36,0 + 3,0°
MN EPC = Freqiéncia de micronucleos observados em eritrécitos policromaticos; %PCE =

Porcentagem de eritrécitos policromaticos; CF = Ciclofasfamida. Letras diferentes nos tratamentos

mostram diferencgas estatisticamente significativas (p<0,05).
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4.2 Etapa 2 - Tratamento com amostras magnéticas e/ou fotossensibilizadas

Os experimentos desta etapa atendem o objetivo especifico de avaliar, por meio
de testes biologicos, os efeitos causados pelas amostras magnéticas e/ou
fotossensibilizadas (Lpeg, MLpeg € MLpeg-ZnF) em camundongos. Foram administrados
100 yL da amostra por via IP, e os dados foram coletados ap6s 30 minutos, 6 horas, 1

dia, 2 dias e 7 dias ap0s tratamentos.

4.2.1 Analise citométrica

4.2.1.1 Analise citométrica do sangue periférico

Os resultados obtidos na analise citométrica mostraram aumento significativo na
contagem global de leucocitos (CGL) apoés tratamento com MLpeg (1 € 2 dias) e MLpgg-
ZnF (1 dia) em relacdo ao grupo controle; e significativa redugcdo da CGL apéds
tratamento com Lpeg (2 dias) em relacdo aos grupos controle e tratado com tampéo
fosfato (Figura 14 C e D). Os valores retornaram aos valores semelhantes ao
encontrado no grupo controle sem tratamento

Os resultados encontrados na analise diferencial mostraram alteracbes
significativas nas popula¢des celulares de linfécitos, neutrofilos e eosindfilos. A
populacdo de linfocitos apresentou variagcdes similares aquelas observadas na CGL
(Figura 14 C e D).

Na populagédo de neutréfilos observou-se aumento significativo apos tratamento
com Lpeg (30 minutos) em relagdo ao controle, com MLpgg (30 minutos, 6 horas e 2
dias) em relagédo ao grupo controle, e com MLpgg-ZnF (6 horas e 7 dias), quando
comparado aos grupos controle e tampao fosfato. Além disso, observou-se reducgéo
significativa na populagcao de neutréfilos apds tratamento com Lpeg (1 dia) (Figura 14).

Alteracbes foram constatadas na populacédo de eosindéfilos apds tratamento com

Lreg (6 horas), com aumento significativo em relacdo aos grupos controle, tampéao
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fosfato e MLpgg. E foi observado reducao significativa apos tratamento de MLpgg-ZnF (1
dia e 7 dias) quando comparado aos grupos controle e tampéao fosfato (Figura 14 C e
E).

4.2.1.2 Analise citométrica do fluido peritoneal

A analise citométrica do fluido peritoneal apresentou aumento significativo na
populagdo de linfécitos apds tratamento com tampéo fosfato e Lpgg (30 minutos), MLpeg
e MLpeg-ZnF (2 dias), em relagédo ao grupo controle (Figura 15 A e D).

Mostrou que a populacdo de macréfagos aumentou significativamente apos
tratamento com tampéao fosfato (30 minutos e 1 dia) em relacdo ao grupo controle, e
reduziu apo6s tratamento com Lpeg ( 6 horas), MLpeg € MLpeg-ZnF (6 horas e 2 dias),
quando comparado aos grupos controle e tampéao fosfato (Figura 15).

A populacdo de neutréofilos aumentou significativamente apds tratamento com
MLpec € MLpeg-ZnF (6 horas ,1 dia, 2 dias), em relagdo aos grupos controle e tampao
fosfato; e redugéo significativa Lpeg (30 minutos), quando comparado aos grupos

controle (Figura 15).

4.2.2 Viabilidade de células peritoneais

Os resultados do teste de \viabilidade, estatisticamente significativos,
demonstraram que ocorreu aumento na freqiéncia de células mortas em 8,8% e 13%,
apos tratamento com MLpgs-ZnF, 30 minutos e 6 horas, respectivamente em

comparagao ao grupo controle (Figura 16 A e B).
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4.2.3 Analise genotoxica e citotoxica

Nao foram verificadas alteragcdes significativas na freqiéncia de micronucleos
(MN) em eritrocitos policromaticos (EPC) e no indice de EPC (% EPC) entre os animais
tratados com as diferentes amostras magnéticas e/ou fotossensibilizadas em qualquer

um dos tempos avaliados neste teste (1, 2 e 7 dias) (Tabela 2).

4.2.4 Analise histologica

Apds tratamento com as amostras magnéticas e/ou fotossensibilizadas, as
capsulas de todos os o6rgaos estavam histologicamente semelhantes aos do grupo
controle.

Nos cortes de pulmdo observou-se a presenga de infiltrados inflamatérios
préximos as paredes de bronquiolos ou vasos sanguineos (Figura 57 B). Os animais de
maior tempo experimental (7 dias), apresentaram um menor quantidade de
aglomerados.

Nas amostras de figado n&o foram observados alteragcdo morfoldgicas (Figura 57
D) quando comparados ao grupo controle (Figura 57 A).

As laminas do bago mostram uma marcag¢ao para ferro mais intensa na polpa
vermelha (Figura 57 E e F) em todos os grupos animais. Alguns poucos animais

(controle e tratado) n&o exibiram marcagao alguma no 6rgéo.
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Figura 14: Efeitos de amostras magnéticas e/ou fotossensibilizadas sobre a frequiéncia de leucécitos
no sangue de camundongos previamente tratados com injecdo intraperitoneal. Células obtidas: (A) 30
minutos, (B) 6 horas, (C) 1 dia, (D) 2 dias e (E) 7 dias ap6s a administracdo IP de cada amostra. Letras

diferentes nas colunas das mesmas populagdes de células mostram diferengas estatisticamente significativas
(p<0,05).
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Figura 15: Efeitos de amostras magnéticas e/ou fotossensibilizadas sobre a freqiiéncia de leucécitos

no fluido peritoneal de camundongos previamente tratados com injegéo intraperitoneal. Células obtidas:

(A) 30 minutos, (B) 6 horas, (C) 1 dia, (D) 2 dias e (E) 7 dias apds a administragédo IP de cada amostra.

Letras diferentes nas colunas das mesmas populacdes de células mostram diferengas estatisticamente

significativas (p<0,05).




77

A B
bE 13
e m: a a a a
b
# ; "
i LR B
y Bl i b T
E Bl - w5 e kel et
% il kel L :
& x ¢
#
'\-|:| b
- a
3 a a a
0
5 £ b LS MUMG G- e
LG WLMEE  WAMG- D
¥ apH EigetriSiie I apo Enpewra o
C D
155 Hi]
1] m L a a a a a
g n £
22 85 el ke ,: = i,
e 1% decobeln martn i w5 e coleln mattin
! 0 E &
# ?
] a4
a a a a 3
1} fi
MRS PR I L i3 LS MFG  MEPEG-InF
E
5]
1w a
i
i a IR I P
i B e bk, i B
P&
m
a
[
i ERRG  REG be
o g B e | WAL

Figura 16: Efeitos de amostras magnéticas e/ou fotossensibilizadas sobre a freqliiéncia de células
vivas e mortas no fluido peritoneal de camundongos previamente tratados com inje¢do intraperitoneal.
Células obtidas: (A) 30 minutos, (B) 6 horas, (C) 1 dia, (D) 2 dias e (E) 7 dias ap6s a administragao IP
de cada amostra. Letras diferentes nas colunas das mesmas populagdes de células mostram diferencas

estatisticamente significativas (p<0,05).



Tabela 2: Efeitos de amostras magnéticas e /ou fotossensibilizadas na

genotoxicidade e citotoxicidade de eritrocitos da medula éssea de camundongos.

Tempo apos tratamentos Grupo MN - EPC % EPC
Controle 2,0+1,22 47,6 +0,7°
TF 7,4 24+1,1° 47,9 +0,72
_ Lrec 1,8+0,8° 48,2 + 1,2°
1 dia ’ ’
Lpee- ZnF 1,0 £1,0° 48,4 + 1,5°
MLpec 1,2+0,8° 48,4 +0,9°
MLpeg- ZnF 1,2+1,3° 48,2 + 1,12
Controle 1,6 £1,1° 48,7 + 1,5
TF7,4 2,4£1,1° 48,1 £1,1°
_ Lrec 1,0+0,7° 49,3 +1,6°
2 dias , ’
Lpeg- ZnF 1,2£1,3° 48,0 + 1,0°
MLpec 1,8+1,3° 48,0 + 1,2°
MLpeg- ZnF 1,6 £0,9° 48,6 + 1,6°
Controle 24+1,1° 48,3 +0,7°
TF 7,4 1,6+1,12 47,9 +1,0°
_ Lrec 1,4+1,1° 48,5 +0,8°
7 dias , ,
Lpeg- ZnF 2,2+2,2° 48,7 + 1,6
MLpec 2,0+1,4° 50,0 + 2,32
MLpeg- ZnF 3,2+2,3° 48,8 + 1,1°
Controle Positivo (CF) 50,6 + 10,0° 35,1 + 3,5
MN EPC = Freqiéncia de micronucleos observados em eritrécitos policromaticos; %PCE =

Porcentagem de eritrécitos policromaticos; CF = Ciclofasfamida. Letras diferentes nos tratamentos

mostram diferencgas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Figura 57: Camundongos tratados com as amostras magnéticas e/ou fotossensibilizadas.
Fotomicrografia de cortes histolégicos de pulméo (A e B), figado (C e D) e bago (E e F). Em A, pulm&o de
animal controle (2 dias) comparado ao grupo tratado (B, 2 dias). Note em B extenso processo
inflamatério (I) na parede de vasos sanguineos (vs) ou bronquiolos (b), sempre associados a presenca
de particulas (setas). Em D, presenca de particulas em células de Kupffer nos sinusoéides de figado de
animal tratado (2 dias). O grupo controle ndo apresentou marcagao (C). Em F, baco de animal tratado (2

dias) exibindo particulas na polpa vermelha (pv) do bago. Coloragao pelo método de Perls.
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4.3 Etapa 3 - Tratamento com amostras magnéticas e/ou fotossensibilizadas

submetidas ao campo magnético (AC)

Os experimentos desta etapa atendem ao objetivo especifico de avaliar, por meio
de testes bioldgicos, os efeitos causados pela exposigcdo ao campo eletromagnético
alternado (AC), com tempo de exposicdo de 3 minutos, em animais previamente
tratados com amostras magnéticas e/ou fotossensibilizadas (Lpeg, MLpeg € MLpeg-ZnF).
O tempo de 3 minutos de exposigcdo ao campo magnético AC foi determinado na
primeira etapa deste trabalho, como o tempo que nédo apresentou qualquer dano nas
condi¢des testadas.

Foram administrados 100 pL da amostra por via IP, e os dados foram coletados

apoés 30 minutos, 6 horas, 1, 2 e 7 dias ap6s tratamentos.

4.3.1 Analise citométrica

4.3.1.1 Analise citométrica do sangue periférico

Os resultados obtidos na analise citométrica mostraram redugao significativa na
contagem global de leucécitos (CGL) ap6s tratamento com tampéo fosfato e Lpeg (30
minutos) em relagdo ao grupo controle (Figura 18 A). No entanto, os valores da CGL
dos grupos tratados com tampéo fosfato e Lpgg retornaram aos valores semelhantes ao
encontrado no grupo controle sem tratamento (Figura 18).

Os resultados obtidos na analise diferencial mostraram alteragdes significativas
em todas as populagdes celulares analisadas: linfocitos, mondcitos, neutréfilos e
eosindfilos (Figura 18). A populacdo de linfocitos apresentou variagdes similares
aquelas observadas na CGL (Figura 18 A).

Na populacédo de neutréfilos observou-se aumento significativo apds tratamento

com MLpgg (30 minutos e 1 dia), MLpeg-ZnF (1 dia e 7 dias) em relagdo ao grupo
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controle. Além disso, observou-se reducao significativa apds tratamento com tampéo
fosfato, Lpeg € MLpeg-ZnF (6 horas) (Figura 18).

Alteracbes foram constatadas na populagdo de mondcitos apés tratamento com
MLpes-ZnF (6 horas) com aumento significativo em relagéo a todos os grupos tratados;
e ainda aumento apos tratamento com Lpeg (1 dia e 2 dias), MLpeg (2 dias e 7 dias) e
TF (7 dias), quando comparado aos grupos controle (Figura 18).

A populagdo de eosindfilos sofreu aumento significativo apds tratamento com

Lrec (1 dia), com aumento significativo em relagdo ao grupo controle (Figura 18 C).

4.3.1.2 Analise citométrica do fluido peritoneal

A andlise citométrica do fluido peritoneal apresentou aumento significativo, em
relacdo ao grupo controle, na populacéo de linfécitos apds tratamento com MLpgg-ZnF
(2 dias) e MLpgg (30 minutos, 1 dia e 2 dias), no entanto os dados coletados 1 dia
(MLpeg) ap0s experimentos apresentaram resultados significativos tanto em relagéo ao
controle como em relacdo a todos os grupos experimentais (Figura 19).

Mostrou que a populagdo de macrofagos aumentou apds tratamento com
MLpeg € MLpeg-ZnF (7 dias), e reduziu apoés tratamento com MLpegg (30 minutos, 1 dia,
2 dias) e MLpeg-ZnF (1 dia, 2 dias), todos os resultados foram significativos quando
comparados ao grupo controle (Figura 19).

A populagédo de neutréfilos aumentou significativamente apés tratamento com
Lrec (6 horas), MLpeg (6 horas, 1 dia) e MLpgg-ZnF (6 horas, 1 dia), em relagédo aos
grupos controle (Figura 19).

E a populacédo de eosindfilos aumentou apoés tratamento com MLpeg (1 dia) e

MLpes-ZnF (1 dia), quando comparados aos dados do controle (Figura 19).
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4.3.2 Viabilidade de células peritoneais

Os resultados do teste de viabilidade demonstraram que ocorreu aumento na
freqUéncia de células mortas apés tratamento com MLpeg (6 horas) e MLpgg-ZnF (30
minutos, 7 dias), e consequente reducdo da viabilidade celular no peritdnio, apoés

tratamento com MLpgg-ZnF (7 dias), quando comparado ao grupo controle (Figura 20).

4.3.3 Analise genotoxica e citotoxica

Nao foram verificadas alteragbes significativas na freqiéncia de micronucleos
(MN) em eritrocitos policromaticos (EPC) e no indice de EPC (% EPC) nos animais
submetidos ao AC e previamente tratados com as diferentes amostras magnéticas e/ou
fotossensibilizadas, em qualquer um dos tempos avaliados neste teste (1, 2 e 7 dias)
(Tabela 3).

4.3.4 Analise histologica

Nos cortes de pulmdo observaram-se a presenca de muitos aglomerados de
NPM dispersos pelo parénquima, sempre associados a infiltrados inflamatérios
proximos as paredes de bronquiolos ou vasos sanguineos (Figura 61 B). Os animais de
maior tempo experimental (7 dias), apresentaram um menor quantidade de
aglomerados e, conseqientemente, de infiltrados inflamatérios

Nas amostras de figado observa-se um leve aumento na quantidade de
infiltrados inflamatérios (Figura 61 D) quando comparados ao grupo controle (Figura 61
C); Uma fraca marcagao para ferro é percebida em células de Kuppfer localizados nos
capilares sinusoides do érgéo (dado n&o apresentado).

As laminas do bago mostram grande quantidade de aglomerados de NPM

distribuidas nos sinuséides da polpa vermelha (Figura 61 F) quando comparados ao
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controle (Figura 61 E). Em alguns animais, foi notada a marcagdo mais intensa para

ferro na polpa branca de animais tratados (dado nao apresentado).
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Figura 18: Efeitos do campo magnético (AC) sobre a freqiiéncia de leucécitos no sangue de

camundongos previamente tratados com injecdo intraperitoneal de amostras magnéticas e/ou

fotossensibilizadas. Células obtidas: (A) 30 minutos, (B) 6 horas, (C) 1 dia, (D) 2 dias e (E) 7 dias ap6s

a exposigdo ao campo magnético (AC). Letras diferentes nas colunas das mesmas populagdes de células

mostram diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Figura 19: Efeitos do campo magnético (AC) sobre a frequéncia de leucécitos no fluido peritoneal de
camundongos previamente tratados com injecdo intraperitoneal de amostras magnéticas e/ou
fotossensibilizadas. Células obtidas: (A) 30 minutos, (B) 6 horas, (C) 1 dia, (D) 2 dias e (E) 7 dias apo6s
a exposicdo ao campo magnético (AC). Letras diferentes nas colunas das mesmas populagdes de células

mostram diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Figura 20: Efeitos do campo magnético (AC) sobre a freqiéncia de células vivas e mortas no fluido
peritoneal de camundongos previamente tratados com injecao intraperitoneal de amostras magnéticas
e/ou fotossensibilizadas. Células obtidas: (A) 30 minutos, (B) 6 horas, (C) 1 dia, (D) 2 dias e (E) 7 dias
apos a exposicdo ao campo magnético (AC). Letras diferentes nas colunas das mesmas populagdes de

células mostram diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).



Tabela 3: Efeitos da exposicdo ao campo magnético (AC) na genotoxicidade e

citotoxicidade de eritrocitos da medula éssea de camundongos tratados com amostras

magnéticas e /ou fotossensibilizadas.

Tempo apos tratamentos Grupo MN - EPC % EPC
Controle 54+1,1° 478 +3,0°
TF 7,4 34+1,1°2 469+16°
1 dia Lrec 38+1,6° 494 +34°
MLpec 32£19°  475:09°
MLpeg- ZnF 6,2+22°2 46,4+ 1,32
Controle 5,2+24°2 496 +27°
TF 7,4 3,8+1,5°2 46,5+ 1,32
2 dias Lpeg 32+24°%2 483 +27°
MLpec 40+29° 48,3+1,9°
MLpgg- ZnF 54+29° 46,6 +0,8°2
Controle 22+0,8° 483+16°2
TF 7.4 30+1,72 481+272°
7 dias Lpeg 32+24%2 48,1 +24°2
MLpeg 16+1,1° 482+ 1,62
MLpeg- ZnF 22+0,8° 492+ 322
Controle Positivo (CF) 50,6 + 10,0° 351+35°

MN EPC =

mostram diferencgas estatisticamente significativas (p<0,05).

Freqiéncia de micronucleos observados em eritrocitos policromaticos;

%PCE

Porcentagem de eritrécitos policromaticos; CF = Ciclofasfamida. Letras diferentes nos tratamentos
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Figura 61: Camundongos tratados com as amostras magnéticas e/ou fotossensibizadas exposto ao
campo magnético. Fotomicrografia de cortes histologicos de pulm&o (A e B), figado (C e D) e bago (E e
F). Em A, pulmao de animal controle (2 dias) comparado ao grupo Lpegs-ZnF (7 dias). Note em B extenso
infiltrado inflamatério (I) na parede de vasos sanguineos (vs) ou bronquiolos (b), sempre associados a
presenga de particulas (setas). O grupo controle ndo apresentou marcagéo (C). Em F, bago de animal
tratado Lpgg-ZnF (7 dias) exibindo marcagdo na polpa vermelha (pv) do bago. Coloragao pelo método de
Pelrs.
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4.4 Etapa 4 - Tratamento com amostras magnéticas e/ou fotossensibilizadas

submetidas ao laser

Os experimentos desta etapa cumprem o objetivo especifico de avaliar, por meio
de testes bioldgicos, os efeitos causados pela exposi¢cao ao laser (670 nm), com tempo
de exposicdo de 20 minutos, em animais previamente tratados com amostras
magnéticas e/ou fotossensibilizadas (Lpes, Lpec-ZnF e MLlLpgs-ZnF). Foram
administrados 100 yL da amostra por via IP, e os dados foram coletados ap6s 30

minutos, 6 horas, 1, 2 e 7 dias apds tratamentos.

4.4.1 Analise citométrica

4.4.1.1 Analise citométrica do sangue periférico

Os resultados obtidos na analise citométrica mostraram aumento significativo na
contagem global de leucécitos (CGL) apos tratamento com Lpgg-ZnF e MLpgg-ZnF (1
dia) em relacdo aos grupos controle e tampao fosfato, retornando aos valores
semelhantes ao encontrado no grupo controle sem tratamento (Figura 22 C).

Os resultados encontrados na analise diferencial mostraram alteracdes
significativas nas populagées celulares de linfécitos, neutréfilos e mondcitos (Figura 22).
A populacgéo de linfécitos apresentou variagdes similares aquelas observadas na CGL
(Figura 22 C).

Na populagédo de neutréfilos observou-se aumento significativo apds tratamento
com MLpeg-ZnF (1 dia) em relagédo ao grupo controle (Figura 22 C).

Os resultados relacionados a populacédo de mondécitos mostraram que houve
aumento ap6s tratamento com Lpgg-ZNF e MLpgs-ZnF quando esses dados sé&o
comparados aos dados do grupo controle (1 dia), aos dados de todos os grupos
tratados (2 dias) e quando comparado aos grupos controle e tampéao fosfato (7 dias)
(Figura 22).
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4.4.1.2 Analise citométrica do fluido peritoneal

A analise citométrica do fluido peritoneal apresentou aumento significativo na
populagéo de linfécitos apds tratamento com Lpgg, Lpec-ZnF € MLpeg-ZnF (2 dias) em
relacdo aos grupos controle e tampao fosfato, e apds tratamento com MLpeg (7 dias),
em relacdo a todos os grupos tratados (Figura 23 D e E). E apresentou reducao nesta
populagdo celular apds tratamento com Lpgg-ZNF e MLpgg-ZnF (1 dia), quando
comparado aos grupos controle e fosfato (Figura 23 C).

A populacdo de macrofagos reduziu significativamente apos tratamento com
Lpeg-ZnF e MLpeg-ZnF (1 dia) em relagcao aos grupos controle e tampao fosfato, e Lpgg-
ZnF (7 dias) e MLpeg-ZnF (2 dias) em relagdo a todos os grupos tratados (Figura 23).

A populagdo de neutréfilos aumentou significativamente apo6s tratamento com
Lpec-ZnF e MLpeg-ZnF (6 horas, 1 dia e 2 dias), em relagdo aos grupos controle e

tampao fosfato (Figura 23).

4.4.2 Viabilidade de células peritoneais

Os resultados do teste de viabilidade demonstraram que ocorreu aumento na
frequéncia de células mortas apos tratamento com MLpgg-ZnF (30 minutos, 1 dia), Lpec
e Lpeg-ZnF (30 minutos, 6 horas e 1 dia), e conseqiente reducao da viabilidade celular
no peritbnio, apds tratamento com Lpgg-ZNF (1 dia), quando comparado ao grupo

controle (Figura 24).

4.4.3 Analise genotodxica e citotoxica

N&o foram verificadas alteragdes significativas na freqiéncia de micronucleos
(MN) em eritrocitos policromaticos (EPC) e no indice de EPC (% EPC) nos animais
submetidos ao laser (670 nm) e previamente tratados com as diferentes amostras

magnéticas e/ou fotossensibilizadas, em qualquer um dos tempos avaliados neste
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teste (1, 2 e 7 dias) (Tabela 4).

4.4.4 Analise histologica

A exposigado ao laser durante 20 minutos ndo induziu quaisquer alteracbes
histologicas nas laminas de figado, pulmé&o e baco que pudessem ser detectadas por
analise ao microscopio de luz. A Analise dos cortes histolégicos dos 6rgados se mostrou

semelhante aqueles da etapa 3 (fotos ndo apresentadas).
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Figura 22: Efeitos do laser sobre a freqiiéncia de leucocitos no sangue de camundongos previamente
tratados com injecao intraperitoneal de amostras magnéticas e/ou fotossensibilizadas. Células obtidas:
(A) 30 minutos, (B) 6 horas, (C) 1 dia, (D) 2 dias e (E) 7 dias ap6s a exposi¢édo ao laser (670 nm). Letras

diferentes nas colunas das mesmas populagdes de células mostram diferengas estatisticamente significativas
(p<0,05).
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Figura 23: Efeitos do laser sobre a freqiiéncia de leucécitos no fluido peritoneal de camundongos

previamente tratados com inje¢do intraperitoneal de amostras magnéticas e/ou fotossensibilizadas.

Células obtidas: (A) 30 minutos, (B) 6 horas, (C) 1 dia, (D) 2 dias e (E) 7 dias ap6s a exposic¢édo ao laser

(670 nm). Letras diferentes nas colunas das mesmas populagdes de células mostram diferengas estatisticamente

significativas (p<0,05).
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Figura 24: Efeitos de amostras magnéticas e/ou fotossensibilizadas sobre a frequiéncia de células
vivas e mortas no fluido peritoneal de camundongos previamente tratados com injegao intraperitoneal.
Células obtidas: (A) 30 minutos, (B) 6 horas, (C) 1 dia, (D) 2 dias e (E) 7 dias ap6s a administragdo IP
de cada amostra. Letras diferentes nas colunas das mesmas populagdes de células mostram diferencas

estatisticamente significativas (p<0,05).



Tabela 4: Efeitos da exposi¢do ao laser (670 nm) na genotoxicidade e citotoxicidade

de eritrécitos da medula 6ssea de camundongos tratados com amostras magnéticas e

/ou fotossensibilizadas.

Tempo apods tratamentos Grupo MN - EPC? % EPC?
Controle 3,0+1,92 495 +2.09
TF 7,4 3,0£1,62 49,7 + 3.12
1 dia Lrec 3,2+1,32 49,9 + 3,42
MLpec 24+112 48,9 + 3,42
MLpgg- ZnF 3,412,728 47.8 + 2.6°
Controle 3,8+1,32 47.9+2.3
TF74 34%1,1° 483 + 2,43
2 dias Lrec 3,0+£1,42 48,5 + 3,52
MLpec 3,0 2,32 49,8 + 2,08
MLpgg- ZnF 3,025 48,1+ 2,0a
Controle 3,0+1,22 493 +2.42
TF 7,4 3,0+1,22 49,2 + 2,82
7 dias Lrec 26+112 47.8 + 0,99
MLpeg 3,2+242 49,0 + 3,62
MLpgg- ZnF 24+1,1° 47,3+ 0,92
Controle Positivo (CF) 56,8 + 14° 38,0 + 3,0°

MN EPC = FreqUiéncia de micronucleos observados em eritrocitos policromaticos; %PCE = Porcentagem
de eritrécitos policromaticos; CF = Ciclofasfamida. ¢ Estatisticamente diferente do grupo controle
(p<0,05).
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Figura 25: Camundongos tratados com amostras magnéticas e/ou fotossensibilizadas expostos ao laser.
Fotomicrografia de cortes histolégicos de pulmao (A), figado (B) e bago (C). Em A, pulmao de animal
tratado com Lpgs-ZnF (7 dias), com a parede de vasos sanguineos (vs) e bronquiolos (b) sem infiltrados
inflamatérios. Em B (Lpeg-ZnF, 7 dias), parénquima hepatico demonstrando auséncia de infiltrado
inflamatério. Em C, bago de animal tratado com Lpgg-ZnF (7 dias), sem apresentar altera¢cdes na polpa

branca (pb) e vermelha (pv). Coloragdo por H&E em A e pelo método de Pelrsem B e C.
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4.5 Etapa 5 - Tratamento com amostras magnéticas e/ou fotossensibilizadas
submetidas ao campo magnético (AC) e laser

Os experimentos desta etapa cumprem o objetivo especifico de avaliar,
por meio de testes bioldgicos, os efeitos causados pela exposi¢cao ao AC (3 minutos) e
ao laser - 670 nm (20 minutos), em animais previamente tratados com a amostra
magnética e fotossensibilizada (MLpgg-ZnF). Foram administrados 100 yL da amostra
por via IP, e os dados foram coletados apds 30 minutos, 6 horas, 1, 2 e 7 dias apds os

tratamentos.

4.5.1 Analise citométrica

4.5.1.1 Analise citométrica do sangue periférico

Os resultados obtidos na contagem global de leucocitos no sangue periférico ndo
mostraram alteragdes significativas em relagcdo ao grupo controle, segundo o teste
estatistico empregado (Figura 25).

Os resultados obtidos na analise diferencial mostraram redugé&o significativa na
populacdo de neutrofilos (30 minutos e 1 dia) e aumento significativo na populagao de
monocitos (30 minutos, 6 horas e 1 dia) apds tratamentos, quando os dados foram
relacionados ao grupo tratado com tampéao fosfato, considerado nesta etapa como o

grupo controle (Figura 25).

4.5.1.2 Analise citométrica do fluido peritoneal

Os resultados obtidos na analise citométrica do fluido peritoneal mostraram
aumento significativo, apds tratamentos, na populagdo de linfocitos (30 minutos e 2
dias) e aumento significativo na populacdo de neutréfilos (6 horas, 1 dia e 2 dias)
(Figura 26).
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A populacdo de macrofago apresentou-se aumentada 30 minutos apos
tratamentos, entretanto, esta populagao celular sofreu reducgéo significativa em todos os
outros tempos experimentais (1 dia, 2 dias e 7 dias). Todos esses dados foram

comparados ao grupo tratado com tampéao fosfato (Figura 26).

4.5.2 Viabilidade de células peritoneais

Os resultados do teste de viabilidade demonstraram que ocorreu aumento
significativo na freqliéncia de células mortas apds tratamento com MLpgg-ZnF, 30
minutos, 1 dia e 7 dias, e consequente reducédo da viabilidade celular no periténio 30
minutos e 7 dias, ap6s tratamentos, quando comparado ao grupo tampédo fosfato
(Figura 27).

4.5.3 Analise genotodxica e citotoxica

Nao foram verificadas alteragcbes significativas na frequéncia de micronucleos
(MN) em eritrécitos policromaticos (EPC) e no indice de EPC (% EPC) nos animais
submetidos ao AC e ao laser (670 nm), e que foram previamente tratados com MLpgg-

ZnF, em qualquer um dos tempos avaliados neste teste (1, 2 e 7 dias) (Tabela 5).

4.5.4 Analise histologica

Nos cortes de pulmao observaram-se a presenga de aglomerados dispersos pelo
parénquima, sempre associados a infiltrados inflamatérios préximos as paredes de
bronquiolos ou vasos sanguineos (Figura 28 B) semelhantes aqueles encontrados no
grupo Lpeg, Lpeg -ZnF € MLpgs - ZnF. Os animais de maior tempo experimental (7 dias),
apresentaram um menor quantidade de aglomerados e, consequentemente, de

infiltrados inflamatérios (Figura 28 B).
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Nas amostras de figado observou-se um leve aumento na quantidade de
infiltrados inflamatérios (semelhante aos observados nos outros grupos tratados com
Lipossomo) (Figura 28 D).

As laminas do bago mostram grande quantidade de aglomerados de NPM
distribuidas nos sinusédides da polpa vermelha (Figura 28 F) quando comparados ao
controle (Figura 28 E). Em alguns animais, foi notada também a marcag¢ao mais intensa

para ferro na polpa branca de animais tratados.
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Figura 26: Efeitos do campo magnético (AC) e laser (670 nm) sobre a freqiéncia de leucécitos no
sangue de camundongos previamente tratados com injec&o intraperitoneal de MLpgg-ZnF. Células
obtidas: (A) 30 minutos, (B) 6 horas, (C) 1 dia, (D) 2 dias e (E) 7 dias ap6s a exposigdo ao campo
magnético (AC) e ao laser (670 nm). Letras diferentes nas colunas das mesmas populagdes de células

mostram diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Figura 27: Efeitos do campo magnético (AC) e laser (670 nm) sobre a freqiéncia de leucocitos no
fluido peritoneal de camundongos previamente tratados com injegdo intraperitoneal de MLpgg-ZnF.
Células obtidas: (A) 30 minutos, (B) 6 horas, (C) 1 dia, (D) 2 dias e (E) 7 dias ap6s a exposi¢do ao
campo magnético (AC) e ao laser (670 nm). Letras diferentes nas colunas das mesmas populagdes de células

mostram diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Figura 28: Efeitos do campo magnético (AC) e laser (670 nm) sobre a freqiiéncia de células vivas e
mortas no fluido peritoneal de camundongos previamente tratados com injegcdo intraperitoneal de
MLpeg-ZnF. Células obtidas: (A) 30 minutos, (B) 6 horas, (C) 1 dia, (D) 2 dias e (E) 7 dias apés a
exposicdo ao campo magnético (AC) e ao laser (670 nm). Letras diferentes nas colunas das mesmas

populacdes de células mostram diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Tabela 5: Efeitos da exposicdo ao campo magnético e ao laser (670 nm) na

genotoxicidade e citotoxicidade de eritrocitos da medula 6ssea de camundongos

tratados com MLpgg-ZnF.

Tempo apods tratamentos Grupo MN - EPC? % EPC?
Controle 34+212 494 +282
TF 7,4 54 +1,12 49,4+ 243
1 dia Lrec 2,8+2722 48 8+ 3 52
Lpec- ZnF 24 +113 47,0 + 1,3
MLpec 34 +2,1° 475+ 259
MLpeg- ZnF 3,2+2,7° 46,7 +1,0°
Controle 52+2,22 49,3 + 3,0°
TF 7,4 3,2 +1,3° 48,3 + 2.4°
5 dias Lrec 54 £1,8° 46,7 1,3
Lpec- ZNnF 2,2 +2,5° 47.8 + 2.8
MLpEec 46 + 3,62 491 + 2,82
MLpeg- ZnF 3,6+2,72 487 +2,9°
Controle 1,0+ 1,12 49.1+0,72
TF 7.4 1,6+1,12 49,2 + 1,12
7 dias Lrec 141,12 47,5 + 1,12
Lpec- ZnF 2,2 + 2,28 46,9 + 2,2
MLpec 2,0+ 1,42 46,9 + 1.4°
MLpec- ZnF 3,2+2,3° 46,0 + 2,3
Controle Positivo (CF) 50,6 + 10,0° 42,0+ 3,0°

MN EPC = Frequéncia de micronucleos observados em eritrocitos policromaticos; %PCE = Porcentagem
de eritrocitos policrométicos; CF = Ciclofasfamida. # Estatisticamente diferente do grupo controle
(p<0,05).
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Figura 29: Camundongos tratados com as amostras magnéticas e/ou fotossensibizadas exposto ao campo
magnético e laser. Fotomicrografia de cortes histolégicos de pulmdo (A e B), figado (C e D) e bago (E e F) de
camundongos FASE 5 . Em A e B, pulméo de animal tratado MLpeg-ZnF. Note extenso infiltrado inflamatério (1) na
parede de vasos sanguineos (vs) ou bronquiolos (b), sempre associados a presenga de particulas (setas). Figado de
animais tratados (D) apresentam alguns poucos infiltrados inflamatérios (l), quando comparados ao grupo controle
(C). Em F, bago de animal tratado MLpec-ZnF (7 dias) exibindo marcagéo na polpa vermelha (PV) e branca (PB) do
bago, padrao diferente ao apresentado no controle (E). Coloragdo por H&E em B, e pelo método de Pelrs em A, C, D,
EeF.



105

4.5 Etapa 6 — Magnetohipertermia (MHT) e/ou Terapia Fotodinamica (TDF) em

animais portadores de tumor ascitico de Ehrlich

Esta etapa visou verificar a possivel remissdo tumoral em animais portadores do
Tumor Ascitico de Ehrlich que receberam injegcdo da amostra de MLpgg-ZnF e foram em
seguida submetidos ao campo magnético (MHT) e/ou ao laser (TDF), por meio
avaliagdo das regides organizadoras de nucléolos (AgNORs), contagem de células
claras e escuras, avaliacdo de viabilidade celular, contagem diferencial de leucécitos,
peso corpoéreo, volume ascitico, qualidade do liquido ascitico no tumor de Ehrlich e

analise do tempo de vida.

4.5.1 Regioes organizadoras de nucléolo argentafins (AgNOR)

Com a técnica de coloragdao de AgNOR regibes organizadoras de nucléolos
aparecem como estruturas intranucleares pequenas e irregulares de cor marrom-café a
preta.

Para avaliar a capacidade proliferativa das células do tumor por meio da
investigagdo das AgNOR, animais portadores de tumor ascitico de Ehrlich (TAE) foram
tratados com MLpeg-ZnF e distribuidos em 5 diferentes grupos de tratamento (n = 7): 1)
animais portadores de TAE, considerado grupo controle nesta etapa experimental e
denominado TAE; 2) animais tratados com MLpgs-ZnF; 3) animais tratados com MLpgg-
ZnF e submetidos ao AC; 4) animais tratados com MLpgg-ZnF e submetidos ao laser; e
5) animais tratados com MLpgg-ZnF e submetidos ao AC e ao laser.

No grupo TAE e no grupo tratado apenas com MLpes-ZnF, as AgNOR
apresentaram-se predominantemente pequenas, dispersas por todo o nucleo e em
numero significativamente maior que nos outros grupos, muitas das vezes incontaveis
(Figuras 29 A e 29 B). E nos demais grupos, as AgNOR estavam fortemente unidas,
constituindo estruturas argirofilicas grandes e médias, com formato arredondado ou

irregular, presentes em pequeno numero, preenchendo parcialmente o nucléolo e, em
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alguns casos, eram pequenas e encontravam-se dispersas pelo nucleo (Figuras 29 C,
D, EeF).

Estatisticamente, todos os grupos apresentaram diferencas entre si, exceto os
grupos que, quando tratados com MLpgg-ZnF, eram submetidos ao laser ou ao AC e
ao laser (Tabela 6). Os dados mostram que o tratamento de animais com TAE com a
amostra MLpgg-ZnF induz aumento nos pontos AQNOR e que esses sao ainda mais
numerosos (pico maximo) se apo6s esse tratamento forem submetidos ao AC.
Entretanto, a exposicao ao laser apds o tratamento dos animais TAE com MLpgs-ZnF
reduziu significativamente os pontos AgNOR observados apds a administragdo da
amostra, com ou sem a concomitante exposi¢cdo ao AC. A exposi¢édo ao laser parece

diminuir os efeitos da exposi¢do ao AC (Tabela 6).

Tabela 6: Média do numero de pontos AGNOR em nucleos de células do tumor

ascitico de Erhlich.

Grupos Experimentais Média de AgNOR
TAE 3,02+0,232
TAE + MLpgg-ZnF 6,79+ 0,78 °
TAE + MLpgg-ZnF + campo magnético 9,69+1,36 °
TAE + MLpgg-ZnF + Laser 4,97 + 0,68 ¢

TAE + MLpgg-ZnF + campo magnético + p
5,07 £ 0,98
Laser

Letras diferentes nos tratamentos mostram diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05).
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Figura 30: Amostras do liquido ascitico de camundongos portadores do tumor ascitico de Ehrlich, corado
pela prata. Os pontos AgNOR estao corados em marrom-café. A) TAE; B) MLpgg-ZnF; C) MLpgg-ZnF,
submetido ao campo magnético; D) MLpeg-ZnF, submetidos ao laser (670 nm); E) e F) MLpgg-ZnF,

submetido ao campo magnético e ao laser (670 nm).
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4.5.2 Viabilidade das células do liquido ascitico

Os resultados do teste de viabilidade demonstram que ocorreu reducéo
significativa da viabilidade celular (e concomitante aumento na freqiéncia de células
mortas) apdés o tratamento com a amostra MLpgg-ZnF, mas apenas nos grupos
subsequentemente expostos ao AC ou ao laser, quando comparados ao TAE (Figura
30).

O tratamento com MLpgg-ZNF com exposicdo ao AC apresentou aumentos na
frequéncia de células mortas de 21,66%, 17,17%, 8,54% e 15,13%, respectivamente
em relacédo ao controle TAE, MLpgg-ZnF, MLpeg-ZNnF com exposigcéo ao laser e MLpgg-
ZnF com exposicdo ao AC e laser. Por sua vez, o tratamento com MLpgg-ZNF com
exposicao ao laser apresentou aumentos na freqiéncia de células mortas de 13,12%,
8,63%, 8,54% e 6,59%, respectivamente em relagcdo ao controle TAE, MLpgg-ZnF,

MLpgg-ZnF com exposigao ao AC e MLpgg-ZnF com exposicao ao AC e laser.
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Figura 31: Viabilidade das células do liquido ascitico de camundongos com tumor ascitico de Ehrlich,
tratados com MLpgg-ZnF, submetidos ou ndo ao campo magnético e/ou laser. Letras diferentes nas

colunas das mesmas populagdes de células mostram diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).
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4.5.3 Contagem diferencial de leucécitos do liquido ascitico

A andlise diferencial de leucécitos foi realizada contando-se o numero de células
inflamatérias (polimorfonucleares e mononucleares). A figura 31 mostra que ocorreu
reducao significativa na populacéo de linfocitos, concomitante ao aumento significativo
na populacdo de macréfagos, qualquer que tenha sido o tratamento, quando
comparado ao controle TAE. Observa-se também que ocorreu aumento na populagéo
de neutrofilos, mas apenas apds o tratamento com MLpgg-ZnF e MLpegs-ZnF com
exposicdo ao AC. Por outro lado, a populacdo de eosindfilos ndo foi alterada em

qualquer dos tratamentos (Figura 31).
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Figura 32: Porcentagem de células inflamatérias no liquido ascitico de camundongos com tumor ascitico
de Ebhrlich, tratados com MLpgg-ZnF, submetidos ou ndo ao campo magnético e/ou laser. Letras
diferentes nas colunas das mesmas populacdes de células mostram diferengas estatisticamente

significativas (p<0,05).
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4.5.4 Avaliagao das células claras e células escuras

A analise dos esfregacos do liquido ascitico mostrou que em todos os grupos
tratados houve predominio de células escuras, arredondadas com citoplasma
moderado, basofilico, com poucos vacuolos com bordas definidas e nucleos
hipercromaticos, ovais em sua maioria. As células claras, em menor frequéncia nestes
grupos de tratamento, mostram-se com citoplasma abundante, eosinofilico, muitos
vacuolos, com nucleo grande e as vezes s&o multinucleadas (Figuras 33 e 34). No
grupo TAE, 32% das células eram claras, e este valor é reduzido a 23%, no grupo
tratado com MLpeg-ZnF e submetido ao laser ou a 27% no grupo tratado com MLpgg-
ZnF e submetido conjuntamente ao AC e laser. Ainda assim, ndo houve diferencas
significativas nas quantidades de células escuras entre os grupos tratados com MLpgg-
ZnF e subsequentemente submetidos ao campo magnético e/ou laser, e destes com o
controle (TAE) (Figura 31).
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Figura 33: Numero de células claras e escuras em 200 células do liquido ascitico de camundongos com
tumor ascitico de Ehrlich, tratados com MLpgg-ZnF, submetidos ou ndo ao campo magnético e/ou laser.
Letras diferentes nas colunas das mesmas popula¢des de células mostram diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05).



111

Figura 34: Esfregacos de células do liquido ascitico de camundongos portadores do tumor ascitico de
Ehrlich, corados com Giemsa. A) e B) TAE; C) e D) MLpgg-ZnF; E) e F) MLpgg-ZnF, submetido ao campo
magnético; C = célula clara; E = célula escura; Cl = Células inflamatoérias; As setas indicam aglomerados
de NPM no interior das células.



112

Figura 35: Esfregacos de células do liquido ascitico de camundongos portadores do tumor ascitico de
Ehrlich, corados com Giemsa. A) e B) MLpgg-ZnF, submetidos ao laser (670 nm); C), D, E) e F) MLpgg-
ZnF, submetido ao campo magnético e ao laser (670 nm). C = célula clara; E = célula escura; Cl =
Células inflamatérias; As setas indicam aglomerados de NPM no interior das células.
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4.5.5 Peso dos animais portadores de TAE

Antes da inoculagdo das células tumorais, ndo foram encontradas diferencas
significativas no peso dos animais estudados. No entanto, a partir da segunda pesagem
comecaram a acontecer flutuagdes deste parametro que culminaram, no ultimo dia do
experimento, com diferengas significativas entre o grupo controle TAE (maior peso) e
todos os outros grupos experimentais, e também entre o grupo tratado com MLpgg-ZnF
submetido ao laser (menor peso) e todos os demais (Figura 35 A).

Estes mesmos resultados ficam ainda mais claros quando colocados em forma

de ganho de peso, conforme mostra a Figura 35 B.
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Figura 36: Peso corporal de camundongos com tumor ascitico de Ehrlich, tratados com MLpgg-ZnF,

submetidos ou ndo ao campo magnético e/ou laser, ao longo do periodo experimental. A) Porcentagem

do peso e B) Porcentagem do ganho de peso. 1° = pesagem realizada no dia da implantagdo do TAE; 2°,

3° e 4° = pesagem realizada antes do primeiro, segundo e terceiro tratamentos com a amostra (MLpgs-

ZnF) e subsequentes terapias (MHT e/ou TFD). Letras diferentes mostram diferengas estatisticamente

significativas entre os tratamentos (p<0,05).
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4.5.6 Volume do liquido ascitico dos animais portadores de TAE

Os resultados relacionados as mensuragées do volume do fluido ascitico podem
ser vistos na Figura 36. Os dados mostram que o tratamento com a amostra alterou
significativamente o volume do fluido em relacdo ao observado no controle TAE.
Entretanto, nos grupos com tratamento com MLpgg-ZnF submetidos subseqientemente
ao AC, ao laser ou simultaneamente ao campo magnético e ao laser, observam-se
decréscimos significativos do volume em relagdo ao grupo controle TAE e ao grupo
tratado com a amostra MLpgg-ZnF. Estes dados estdo em acordo com os valores de

peso obtidos na quarta mensuracao (Figura 36A).
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Figura 37: Volume do liquido ascitico de camundongos com tumor de Ehrlich ascitico, tratados com
amostras magnéticas e/ou fotossensibilizadas, submetidos ou ndo ao campo magnético e/ou laser. Letras

diferentes mostram diferengas estatisticamente significativas entre os tratamentos (p<0,05).
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4.5.7 Qualidade do liquido ascitico no tumor de Ehrlich

O grau de hemorragia é caracterizado pela freqiiéncia crescente de eritrécitos no
liquido ascitico e classificado em graus zero a quatro (Figura 11).

Os animais do grupo TAE e do grupo tratado com MLpgs-ZnF apresentaram grau
de hemorragia das classes 2 e 3, estagios em que o fluido ascitico apresenta aspecto
fibrinoso e hemorragico. Os animais do grupo MLpgs-ZnF submetidos ao AC
apresentaram fluido ascitico das classes 1 e 2, com predominio da classe 1, enquanto
aqueles tratados com MLpeg-ZnF e submetidos ao AC e ao laser apresentaram fluido
ascitico também das classes 1 e 2, porém em sua maioria na classe 2. Todos os
animais do grupo MLpgg-ZnF submetidos ao laser foram enquadrados na classe 1.

Estatisticamente, os grupos MLpgs-ZNF submetidos ao AC e MLpgg-ZnF
submetidos ao laser foram diferentes dos grupos TAE, dos tratados com MLpgg-ZnF e

do MLpgg-ZnF submetido ao campo magnético e laser.

4.5.8 Analise do tempo de vida

O tempo de vida foi avaliado pelo acompanhamento diario de cada grupo
experimental, até a ocorréncia de morte espontanea. O grafico da Figura 37 mostra que
sobrevivéncia maior que 20 dias sé é observada nos grupos submetidos ao laser

A mediana do tempo de sobrevida (MST) de cada grupo e a porcentagem de
aumento do tempo de sobrevida (% ILS) foram utilizados para analisar a possivel
atividade antitumoral dos tratamentos e também para fazer uma comparagéo entre os
mesmos.

No grupo controle TAE, a MST foi de 15,5 dias, enquanto que os grupos tratados
apresentaram MST igual a 15 dias para o MLpeg-ZnF, 16 dias, tanto para MLpgs-ZnF
submetido ao AC, quanto para MLpeg-ZnF submetido ao campo magnético e laser e

18,5 dias MLpeg-ZnF submetido ao laser.
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Em relagcdo a % ILS, foram observadas diferengas estatisticas entre os diversos
tratamentos (Tabela 7), sendo o grupo tratado MLpgg-ZNnF submetido ao laser o que

apresentou maior % ILS (19,35).
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Figura 38: Sobrevida de animais portadores do tumor de Ehrlich ascitico, tratados com amostras
magnéticas e/ou fotossensibilizadas, submetidos ou ndo ao campo magnético e/ou laser. Grupos: 1 =
controle TAE; 2 = MLpgg-ZnF , 3 = MLpgg-ZnF submetido ao campo magnético, 4 = MLpge-ZnF
submetido ao laser e 5 = MLpgg-ZnF submetido ao campo magnético e laser. Letras diferentes mostram

diferencgas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Tabela 7: Porcentagem de aumento do tempo de sobrevida (% ILS) de camundongos
com tumor de Ehrlich ascitico, tratados com amostras magnéticas e/ou

fotossensibilizadas, submetidos ou n&do ao campo magnético e/ou Laser.

Grupos Experimentais % ILS
TAE 0,0 2
TAE + MLpgg-ZnF -3,22 °
TAE + MLpgg-ZnF + campo magnético 3,22 ¢
TAE + MLpgg-ZnF + Laser 19,35 d
TAE + MLpeg-ZnF + campo magnético + Laser 3,22 ¢

Letras diferentes nas nos tratamentos mostram diferencgas estatisticamente significativas (p<0,05).
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho foram investigados os efeitos biolégicos da administracdo da
amostra de magnetolipossomas fotossensibilizados com zinco-ftalocianina (MLpgg-ZnF)
e sua eficiéncia nos processos de Magnetohipertermia (MHT) e Terapia Fotodinamica
(TFD) em camundongos portadores de Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE).

O trabalho foi desenvolvido em seis etapas, sendo a primeira delas a
determinagéo do tempo de exposi¢cdo ao AC em animais tratados com uma amostra de
magnetolipossomas furtivos constituidos por nanoparticulas a base de ferrita de cobalto
recobertas com citrato (FeCoML). As etapas 2 a 5 tiveram como objetivo a avaliagdo da
toxicidade de amostras magnéticas e/ou fotossensibilizadas (Lpes, MLpeg, Lpeg-ZnF e
MLpec-ZnF), em animais saudaveis, submetidos ou ndo ao AC e/ou laser.

E a sexta etapa visou verificar a possivel remissdo tumoral em animais
portadores do Tumor Ascitico de Ehrlich que receberam injecédo da amostra MLpgg-ZnF

e foram em seguida submetidos a MHT e/ou TFD.

5.1 — Consideragées gerais sobre os testes biolégicos

Para que se tenha a aprovagao de novos materiais para diagnéstico e tratamento
de diversas doencas € necessaria a realizacdo de variados testes, a fim de prover
informacdes de eficacia e segurancga junto aos 6rgaos regulatorios. Os testes envolvem
uma fase pré-clinica, in vitro e in vivo, em diferentes espécies animais. Uma vez que
resultados favoraveis tenham sido obtidos, iniciam-se as etapas de testes clinicos em
seres humanos, avaliando-se os parametros de seguranga de novo material, como a
tolerancia, dose adequada, farmacocinética e efeitos adversos (ANVISA, 2008).

Os testes de toxicidade em animais sao freqientemente baseados em métodos
hematolégicos que visam estabelecer a existéncia e a extensdo de alteragcdes de
componentes do sangue na presenca de material exdgeno. A contagem de leucocitos,

o teste de viabilidade celular e o teste de micronlcleo sido fortes indicadores de
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alteragdes hematologicas e, juntamente com testes histolégicos, formam um conjunto
que avalia com sucesso materiais nanoestruturados.

A analise citométrica constitui uma ferramenta importante no estudo de novos
materiais. A interagdo de nanoestruturas com as células pode induzir alteragdes nas
populagbes leucocitarias caracteristicas de processos inflamatérios (FREITAS et a.,
2002; GARCIA et al., 2002). Se as alteragcbes ndo sao severas nem persistem por longo
tempo, podem ser consideradas como uma resposta normal do hospedeiro na presenca
de corpos exdgenos (LACAVA et al., 1999). O processo inflamatério envolve uma série
de eventos que podem ser desencadeados por estimulos variados, dentre os quais
pode ser citada a administragdo de materiais nanoestruturados. As varias populagdes
de leucdcitos, tanto os polimorfonucleares (neutrofilos, eosindfilos e baséfilos), quanto
os mononucleares (linfocitos e mondcitos), desempenham papel essencial e especifico
nesse processo (GILMAN et al.,, 2001; RANG et al.,, 2004). Na inflamagédo aguda, os
leucdcitos migram ao local ou area inflamada dos tecidos danificados (GILROY et al.,
2004). Os neutréfilos estao envolvidos na resposta inflamatéria inicial, podendo migrar
para o local da inflamagao pouco tempo depois do reconhecimento de uma particula
estranha (ABBAS; LICHTMAN, 2005; MORALES; DOWNEY, 2003). O aumento na
frequéncia de neutréfilos indica resposta inflamatoéria aguda, porque estas células
respondem rapidamente a estimulos quimiotacticos, ajudando a eliminar particulas
estranhas opsonizadas e limitam a extensdo de uma reagdo inflamatéria
(KIERSZENBAUM, 2008). Por outro lado, a migracéo de linfocitos é tardia para o foco
inflamatério e faz o papel de coadjuvante na progressao inflamatoria. Os mondcitos tém
inumeras fungdes relacionadas a inflamagao e seu aumento reflete uma resposta rapida
do organismo na tentativa de fagocitar particulas estranhas.

Nos estudos de nanoestruturas magnéticas tem sido relatada uma gama muito
variavel de intensidade de reag¢des, mas, em geral, estas reagcbes sao representativas
de processo inflamatério brando que ocorre de maneira tempo e dose-dependentes
(BRUGIN, 2007; PORTILHO-CORREA, 2007).

As interacbes entre as células e as NPM podem também ser avaliadas por
citometria das células peritoneais. De acordo com a literatura, a célula predominante na

cavidade peritoneal de camundongos Swiss € o macréfago (GARCIA et al., 2002).



121

Macréfagos secretam interleucinas, um importante fator das reacgbes inflamatoérias
responsavel pelos eventos que mudam a populagéo da cavidade peritoneal (GARCIA et
al., 2002). Evidéncias de processo inflamatério foram vistas pelo aumento das
populagdes de neutrofilos e linfocitos peritoneais apés administracdo de FM a base de
NPM de ferrita de manganés recobertas por citrato (LACAVA et al., 1999).

O teste de viabilidade celular, realizado in vivo ou in vitro, constitui uma
ferramenta amplamente utilizada para averiguar as interacdes entre diferentes
compostos quimicos com células e tecidos, permitindo, portanto, avaliar sua toxicidade.
A viabilidade celular pode ser testada por diferentes ensaios, entre os quais o teste de
exclusdo de nigrosina. GUEDES et al. (2004) usaram esse teste apds administracao
intraperitoneal de NPM de magnetita recobertas com carboximetldextrana e observaram
que nanoparticulas magnéticas podem induzir morte celular, como previamente
observado com NPM de magnetita recobertas com dextrana (LACAVA, 2004), DMSA
(CHAVES, 2002) ou &cido citrico (KUCKELHAUS et al., 2003).

Os macrofagos, por fazerem parte do sistema mononuclear fagocitario, tém
papel importante na resposta primaria gerada na cavidade abdominal em resposta a
agentes estranhos, como as NPM (NEUHAUS; WATSON, 2004). Estudos in vivo com
NPM variadas mostram que os macréfagos fagocitam as NPM (LACAVA et al.,1999;
KUCKELHAUS, 2004; GUEDES, 2005), o que pode acarretar a formacéo de radicais
livres devido a presenca de grandes quantidades de ferro exégeno e também devido ao
préprio processo de fagocitose. As espécies reativas de oxigénio podem causar danos
as membranas e ao DNA das células (EMERIT; BEAUMONT; TRIVIN, 2001),
aumentando dessa forma a mortalidade celular. SESTIER et al. (2002) mostraram que o
ferro tem papel importante nos processos citotoxicos de algumas amostras de FM, ao
demonstrar que o uso de quelantes de ferro podem reverter estes efeitos.

O teste de micronucleo em eritrocitos de medula 6ssea de camundongos €
amplamente utilizado para avaliar os efeitos genotoxicos e citotéxicos (SCHMID, 1975;
KRISHNA; HAYASHI, 2000). Além de avaliar a agao clastogénica e/ou aneugénica de
drogas e biomateriais, possibilita estimar o tempo especifico de acdo do mutageno e de
seus efeitos secundarios no ciclo celular (MAIER; SCHMID, 1976) e serve também para

monitorar populac¢des expostas a agentes genotoxicos (KRISHNA; HAYASHI, 2000;
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NORPPA, 2003). O MN é um cromossomo ou fragmento cromossémico que
permanence na célula apdés a expulsdo do nucleo principal durante o processo de
maturacdo de eritroblastos a eritrécitos nas células da medula o6ssea. Eritrocitos
policromaticos anucleados (EPC) tém normalmente menos que 30 horas de idade e se
coram diferentemente de células mais velhas, conhecidas por eritrocitos
normocromaticos (ENC). Substancias clastogénicas, como a ciclofosfamida, induzem
aumento significativo na frequéncia de MN tanto em EPC quanto em ENC. O mesmo
teste revela também a citotoxicidade da amostra para as células da medula 6ssea,
quando a %EPC obtida esta distante do valor normalmente esperado (50%) (SCHMID,
1975; SAHU; BASU; SHARMA, 1981; RABELLO-GAY, 1991; RIBEIRO, 2003) O teste
e, atualmente, empregado com sucesso nos testes com materiais magnéticos
(FREITAS, 2002, GARCIA, 2002, KUCKELHAUS, 2003, BARBOSA et al., 2005).

As técnicas histolégicas visam estabelecer a existéncia e o grau de toxicidade de
diversos agentes para os tecidos, fundamentando-se na avaliagdo das reagdes locais e
sistémicas, eventualmente produzidas na presenca de material estranho. Entre as
varias metodologias utilizadas para verificar os efeitos da administracdo de agentes
estranhos, a morfologia costuma ser a mais utilizada. Muitos dados diferentes podem
ser obtidos pela analise morfolégica, como a integridade de células e tecidos, a
fagocitose, processo inflamatério detectado pela infiltracdo de células sanguineas,
fibrose e aspectos da biodistribuicdo. A analise morfoldégica de camundongos tratados
com NPM é usuamente realizada no figado, baco, pancreas, timo, pulmdes, cérebro e
medula 6ssea coletados de animais submetidos ou ndo ao procedimento de perfuséo.
Este trabalho concentrou os estudos histolégicos no figado, bagco e pulmdes, os trés
o6rgdos em que frequentemente sdo observados aglomerados de NPM. As laminas
microscopicas a serem analisadas sdo coradas com Hematoxilina & Eosina (H&E)
(agregados de coloragdo marron) ou reagdo de Perls associado com o Vermelho
Rapido Nuclear (agregados de colorag&o azul ou raramente marron).

Estes testes biolégicos tém sido realizados rotineiramente nos Laboratérios de
Genética e Morfologia do Centro de Nanociéncia e Nanobiotecnologia (CNANO) do
Instituto de Ciéncias Biologicas — UnB, para avaliar a biocompatibilidade de diversas

amostras de FM e de ML e seus efeitos em curto, médio e longo prazos: (1) NPM a
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base de ferrita de manganés recobertas com acido citrico ou tartarato (LACAVA et al.,
1999); (2) NPM a base de ferrita de cobalto recobertas com acido citrico ou
encapsuladas em lipossomas associados a polietilenoglicol (KUCKELHAUS, 2003); (3)
NPM a base de magnetita recobertas por acido citrico (GARCIA et al., 2002), DMSA
(CHAVES et al., 2002), acido dodecandico/acido etoxilado (FREITAS et al., 2002),
dextrana (LACAVA et al., 2003), carboximetildextrana (GUEDES et al., 2005), acido
glucénico (BARBOSA, 2004) e acido poliaspartico (SADEGHIANI, 2004); (4) NPM a
base de maghemita recobertas por citrato (BRUGIN, 2007), poli-fosfato (PORTILHO-
CORREA, 2007), encapsuladas em polimeros de albumina (ESTEVANATO, 2008;
SALDANHA, 2007), recobertas com citrato e encapsuladas em lipossomas furtivos
(COELHO, 2008) ou ainda recobertas com DMSA e associadas a anfoterina B
(PEIXOTO, 2008).

Baseado nestes testes biologicos se concluiu que algumas destas formulagbes
apresentam  resultados promissores para futuras aplicagcbes biomédicas
(KUCKELHAUS, 2003; CHAVES et al., 2002; GARCIA et al., 2002; GUEDES et al.,
2005; BRUGIN, 2007; PORTILHO-CORREA, 2007; ESTEVANATO, 2008; COELHO,
2008; PEIXOTO, 2008), enquanto outras amostras demonstraram alta toxicidade e
mutagenicidade, dose e tempo dependentes (LACAVA et al., 1999; FREITAS et al.,
2002; CHAVES et al., 2002; BARBOSA, 2004).

5.2 Consideragoes sobre a determinagcao do tempo de exposi¢cao ao campo
magnético (AC) em animais expostos a amostra de magnetolipossomas (FeCoML)

(etapa 1)

Estudos prévios com uma amostra de magnetolipossomas constituida de
nanoparticulas magnéticas (NPM) a base de ferrita de cobalto recobertas com acido
citrico e encapsuladas em lipossomas furtivos (FeCoML) mostraram biocompatibilidade
e padrao de biodistribuicdo adequados (KUCHELHAUS, 2003), sugerindo seu uso em

aplicacbes biomédicas, como magnetohipertermia.
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Para que esta amostra pudesse ser usada no procedimento de
magnetohipertermia (MHT), as condi¢gdes de funcionamento do equipamento gerador
de campo magnético de frequéncia alternada (AC) precisavam ser estabelecidas,
especialmente porque ndo existem relatos na literatura do uso de NPM a base ferrita de
cobalto para realizar esta terapia. No grupo de pesquisadores do CNANO, testes
anteriores foram feitos apenas com amostra magnética constituida por NPM a base de
magnetita (GUEDES et al., 2004).

A administragédo intraperitoneal da amostra FeCoML n&o induziu morte em
animais tratados durante um periodo de 60 dias e observacgdes clinicas n&o revelaram
nenhuma aderéncia dos 6érgéos peritoneais, reagéo inflamatéria ou dano tecidual no
peritbnio. Os animais ndo apresentaram nenhuma apatia ou irritabilidade depois de
qualquer tempo de exposigao.

As alteragdes apresentadas na analise citométrica do sangue periférico e fluido
peritoneal de animais tratados com FeCoML ocorreram principalmente 24 horas apos
exposicdo ao AC durante 5 ou 10 minutos. Essas altera¢des estdo relacionadas ao
aumento da populacao de macréfagos e neutréfilos 30 minutos apds a exposi¢cdo ao AC
e ao aumento da populacdo global de leucdcitos, linfécitos e neutréfilos no sangue
periférico, apds 24 horas da exposicdo ao AC. Foi também observado reducéo na
populagdo de macrofagos e aumento na de neutrofilos no fluido peritoneal, 24 horas
apos a exposicdo ao AC. Essas alteracdes podem ser explicadas pela resposta
automatica do préprio organismo frente a presenca de particulas estranhas, bem como
a acédo do AC. Sabe-se que os provaveis efeitos causados pela acdo do AC estéo
relacionados com a interferéncia no metabolismo, diferenciacdo e comportamentos
celulares (BERSANI et al., 1997).

Aumento da contagem de leucécitos ocorre devido a liberagdo no meio de
substancias quimicas por mediadores inflamatorios, estimulando a medula Ossea
hematogénica a produzir mais leucocitos. Essa inflamagdo pode ser causada, por
muitos fatores, inclusive pelo uso de determinados medicamentos (HUANG et al, 2000).
De acordo com a resposta apresentada 24 horas ap6s a exposicdo ao AC por 10
minutos, pode-se sugerir que o maior tempo de exposi¢céo tenha ativado a producao de

mediadores inflamatorios, levando ao aumento na populagdo de células brancas no
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sangue. O aumento na populagédo de leucocitos no sangue periférico pode esta
associado com a citotoxicidade revelada pelo teste de micronucleo apés o mesmo
periodo de tempo.

Qualquer que tenha sido o tempo de coleta ap6s a exposigcdo, alteragdes
citométricas s6 foram observadas apds 3 minutos de exposi¢cao ao AC.

Os dados obtidos pelo teste de micronucleo mostraram que a exposig¢ao por 10
minutos ininterruptos ao campo magnético induz aumento significativo na freqiéncia de
MN em eritrocitos policromaticos, evidenciando efeito genotoxico, resultado este em
acordo com dados obtidos por GUEDES et al. (2004) apds aplicagdo de fluido
magneético constituido de nanoparticulas de magnetita recobertas com
carboximetildextrana.

Observou-se também redugcdo no indice de eritrécitos policromaticos (% EPC)
apos exposicao ao AC por 10 minutos, o que sugere atividade citotdxica para as células
da medula 6ssea. Nao houve resposta citotéxica com exposicédo de 3 e 5 minutos ao
AC, resultado similar aos encontrados por GUEDES et al. (2004).

Os dados obtidos permitiram concluir que os danos induzidos pelo AC em células
normais na presencga da amostra FeCoML est&o relacionados ao tempo de exposicéo e
sugeriram que o tempo de exposi¢ao de 3 minutos pode ser utilizado nos experimentos

de magnetohipertermia realizados neste trabalho, com efeitos adversos minimos.

5.3 Considerag6es sobre as amostras investigadas

Com base nos resultados de biocompatibilidade da amostra FeCoML
(KUCHELHAUS, 2003) e de seus testes na primeira etapa deste trabalho e ainda com o
intuito de desenvolver uma amostra apta a realizar, além da Magnetohipertermia (MHT),
também a Terapia Fotodinadmica (TFD), foi sintetizada uma nova amostra constituida de
nanoparticulas magnéticas (NPM) a base de ferrita de cobalto recobertas com acido
citrico (Drx = 10,8 nm) encapsuladas em lipossomas furtivos (PEG) contendo o

fotossensibilizador Zinco-ftalocianina (ZnF), e que foi denominada MLpgg-ZnF, conforme
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relatado em OLIVEIRA et al. (2006). Essa amostra continha 4,8 x 10" particulas/mL, o
dobro da concentragdo da amostra FeCoML.

A propriedade de ser biocompativel constitui um dos pré-requisitos basicos para
aplicagcado de novos materiais em terapias para tratamento e diagnéstico do cancer. A
biocompatibilidade e também a biodistribuicdo de nanomateriais dependem de
caracteristicas como tamanho, composi¢do quimica, caracteristicas superficiais,
solubilidade, formato, estabilidade. Esses parametros podem modificar a captagéo pela
célula, a ligagao a proteinas, tempo de permanéncia na circulagdo, o deslocamento até
o local alvo e a possibilidade de causar danos teciduais (LEMKE et al., 2004; NEL et al.,
2006).

Esta bem documentado na literatura a importancia que os didametros das
nanoparticulas podem ter na biocompatibilidade/toxicidade das amostras. Testes
realizados com amostras contendo nanoparticulas a base de ferrita de cobalto,
recobertas por acido citrico, sintetizadas nas mesmas condi¢cdes, mas com diametros
distintos (5, 10,8 e 15,6 nm), mostraram que as NPM com tamanhos de 15,6 nm
causam maior toxicidade do que as demais (KUCHELHAUS, 2003). Outras
caracteristicas, além da biocompatibilidade, estdo também relacionadas ao seu
didmetro. Particulas que apresentam diametro menor que 10 nm sdo rapidamente
removidas por meio do extravasamento e depuragéo renal. Por outro lado, aquelas
maiores que 200 nm s&o facilmente removidas pelos fagécitos, resultando em menor
tempo de circulagdo no sangue (GUPTA; GUPTA, 2005). No entanto, particulas com
diametro entre 10 e 100 nm apresentam tamanho ideal, pois reduzem a captura pelo
sistema mononuclear fagocitico (SMF), permanecendo mais tempo em circulagéo, além
de sua habilidade de penetrar em pequenos capilares de modo que possam ser melhor
biodistribuidas. Estes dados explicam porque as NPM escolhidas para compor a
amostra MLpgg-ZnF tinham didmetro de 10,8 nm. Além disso, particulas muito
pequenas, com didmetro inferior a 4 - 7 nm, podem perder a capacidade de responder
ao AC de frequéncia alternada, inviabilizando a MHT. E ainda outro aspecto
interessante & que este didmetro garante que na sintese dos magnetolipossomas, cada
um deles ndo encapsule mais que duas NPM, de modo a ndo comprometer seu
tamanho final (KUCHELHAUS, 2003).
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Os lipossomas furtivos utilizados para encapsular as NPM de ferrita de cobalto
apresentaram diametro muitas vezes maior do que o das NPM que os constituem,
podendo alcangar valores maiores que 100 nm. Ainda assim, este tamanho é muito
menor do que o observado nos menores capilares do organismo (5 - 6 ym) (MULLER;
KECK, 2004), o que o torna adequado para aplicagcdes biomédicas (ROMBERG et al.,
2007). O tamanho pode ainda aumentar a seletividade por determinados tecidos,
inclusive para o tecido tumoral. As nanoestruturas podem ser capazes de penetrar em
tumores devido as caracteristicas da vasculatura neoplasica, que tipicamente apresenta
poros com didmetros entre 100 a 1000 nm (HUGUES, 2005), enquanto que nos tecidos
saudaveis esses espagos variam em torno de 10 nm. De modo que, nanoestruturas
menores que 0s poros presentes na vasculatura tumoral e maiores do que os poros de
tecidos saudaveis apresentam, provavelmente, tamanhos muito adequados nas
terapias antineoplasicas (HUGUES, 2005). Estas observagbes se aplicam sobretudo a
tumores soélidos, o que néo se adequa ao tumor liquido pesquisado neste trabalho.

O tipo de cobertura das NPM é outro fator relacionado a biocompatibilidade e
estabilidade dos sistemas nanoestruturados. O encapsulamento das NPM em vesiculas
lipossomais associadas ao PEG tem potencial de conferir biocompatibilidade e
estabilidade ainda maiores que as verificadas nas amostras de fluidos magnéticos
convencionais (KUCHELHAUS, 2003), uma vez que sistemas lipossomais acarretam
baixo reconhecimento pelo sistema fagocitico mononuclear e, em condigbes
adequadas, nao se aglomeram nem precipitam rapidamente (SENOIR et al., 1991,
ALLEN,1994; DONG; FENG, 2007).

A constituicdo quimica das NPM que compbdem os magnetolipossomas é
também um fator importante na determinacao de sua biocompatibilidade. Amostras de
composi¢cdes diversas exibem comportamentos também variados. Fluidos magnéticos
contendo nanoparticulas a base de ferrita de manganés induziram morte, diarréia,
genotoxicidade e inflamacao severa em camundongos apoés o tratamento (LACAVA et
al., 1999a), outro a base de NPM de magnetita com dupla cobertura de alcool etoxilado
e acido dodecandico apresentaram alta toxicidade, enquanto NPM a base de ferrita de
cobalto (KUCKELHAUS, 2003), ou de maghemita (BRUGIN, 2007), ambas recobertas

por citrato, mostraram um leve e temporario efeito inflamatério, sem letalidade aos
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animais. No presente estudo, MLpgg-ZnF, também a base de NPM de ferrita de cobalto
recobertas com citrato induziram efeitos inflamatérios brandos, pequena redugédo da
viablidade e, o que é notavel, nenhuma genotoxicidade ou citotoxicidade nas células da
medula 6ssea.

Em estudos prévios com a amostra MLpeg-ZnF (OLIVEIRA, 2006), foi constatado
que a presenca das NPM né&o interfere em suas propriedades fotoquimicas e fotofisicas
e também que a presenca do fotossensibilizador ndo modifica as propriedades
magnéticas da mesma. Testes in vitro foram realizados e confirmaram que os
lipossomas funcionam como excelente veiculo, apontando para resultados promissores
e relacao as duas terapias (MHT e TFD) (OLIVEIRA et al., 2006) Com base nos dados
preliminares e por se tratar de um novo material com este potencial, a amostra MLpge-

ZnF foi submetida a um processo de patente (Pl 04055730) (em anexo).

5.4 Consideragbes sobre o tratamento com amostras magnéticas e/ou
fotossensibilizadas e exposigdo ou nao ao campo magnético e ao laser (etapas 2
a 5)

Para melhor entendimento dos efeitos biol6gicos da amostra MLpes-ZnF e de seu
papel na MHT e na TFD, seus constituintes foram utilizados para compor formulacdes
similares: Lpeg, MLpeg € Lpeg-ZnF. Estas amostras foram investigadas por diferentes
testes biolégicos (etapa 2), e subsequente exposicdo ao AC (etapa 3), ou ao laser
(etapa 4) ou ainda ao campo magnético e ao laser (etapa 5). Os resultados obtidos

estdo discutidos a seguir.

5.4.1 Consideragées sobre a analise citométrica em animais nao

portadores de tumor ascitico de Ehrlich (sadios)

A anadlise citométrica, como ressaltado anteriormente, € um instrumento

importante na verificagdo de indugdo de processos inflamatérios ou alérgicos por
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materiais compostos por nanoparticulas magnéticas (KUCKELHAUS, 2003; BARBOSA,
2004; SADEGHIANI, 2004; BRUGIN, 2007; PORTILHO-CORREA, 2007) e foi utilizada
para investigar a biocompatibilidade da amostra teste deste trabalho, a MLpeg-ZnF, bem
como dos sub-sistemas que a compdem, Lpeg, MLpeg € Lpec-ZnF.

No presente trabalho foram usados como controles animais sem tratamento ou
tratados com tampéo fosfato. A administracdo de tampao fosfato, por si s, causou
alteragdes nas populagdes de células peritoneais (linfécitos e macrofagos) nos tempos
iniciais (30 minutos e um dia apds administracédo). E importante salientar este fato
porque pode ser correlacionado com as alteragbes observadas também nos tempos
iniciais ap6s administracdo dos lipossomas furtivos vazios, os quais n&do portam
nanoparticulas magnéticas nem fotossensibilizador (Lpeg). E também interessante
observar que a exposi¢cédo ao AC ap6s administracéo intraperitoneal do tampé&o fosfato
levou a alteragbes nas populagdes leucocitarias do sangue que podem ser ligeiras,
como os decréscimos na populagao global e na de linfocitos observados 30 minutos
apos a exposi¢cao, mas que também podem ser mais duradouras, como o0 aumento na
populagdo de mondcitos verificado 7 dias apds a exposigéo, sugerindo papel importante
do campo magnético AC sobre as células leucocitéarias.

Os efeitos da administracdo de Lpgg, cCOm Ou sem exposi¢do ao campo
magnético AC, sao similares, brandos e passageiros, como poderia ser esperado de
estruturas compostas por lipideos recobertas por polietilenoglicol e, portanto,
potencialmente biocompativeis. Quando os animais tratados por Lpeg Sd0 expostos ao
laser, os efeitos podem ser considerados minimos, tendo sido observado apenas o
aumento de linfécitos sanguineos 2 dias apdés o tratamento. A introducdo de
nanoparticulas magnéticas nesta amostra (MLpeg), entretanto, causa efeitos mais
duradouros (7 dias) nas populagdes leucocitarias, tanto do periténio, quanto do sangue,
sobretudo quando os animais sdo também expostos ao AC. Alteragdes em populacdes
de leucdcitos apds administracdo de nanoparticulas magnéticas contidas em amostras
as mais diversas tém sido relatadas na literatura (KUCKELHAUS, 2003; BARBOSA,
2004; SADEGHIANI, 2004; BRUGIN, 2007; PORTILHO-CORREA, 2007). Relatos de
estudos de populagdes leucocitarias apos tratamento com amostra magnética e

subsequente exposi¢do a AC nao foram encontrados na literatura.
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A administragdo da amostra de lipossomas contendo fotossensibilizador (Lpgg-
ZnF) e subsequente exposigcdo ao laser causa efeitos pouco expressivos nas
populagbes de leucocitos. A Unica alteracdo mais significativa foi a diminuicdo na
populagdo de macréfagos observada no sétimo dia apds o tratamento.

A associacado do fotossensibilizador ZnF ao MLpgg parece aumentar os efeitos
sobre as populagdes das células investigadas. Enquanto os efeitos da amostra MLpgg
na populacéo de neutréfilos se manifestaram até o segundo dia apés o tratamento, os
da amostra MLpe-ZnF se estenderam até o sétimo dia. A exposicdo ao AC ou ao laser
evidenciou ainda mais os efeitos pro-inflamatérios da amostra MLpeg-ZnF. No entanto,
quando os dois procedimentos (campo magnético e laser) foram feitos
simultaneamente, estes efeitos diminuiram consideravelmente. De forma geral, as
alteragdes na populagéo global, observadas até no maximo dois dias apds tratamento,
ocorreram devido a alteragcbes nas populagdes de linfocitos. Convém frisar que apenas
nos tratamentos com a amostra MLpeg-ZnF seguidos de exposicédo ao AC e ao laser
nao se verificou alteragdes nestas populagdes (global e linfécitos).

A amostra Lpgg, com ou sem exposicdo ao AC causou ligeiro aumento na
populacéo de eosinofilos. Alteragcdes nesta populacédo de células ndo foram observadas
com as outras amostras, exceto nos testes com a amostra MLpes-ZnF, que revelaram
uma diminuicdo de eosindfilos, resultado provavelmente obtido em fun¢gdo do aumento
da populagédo global de leucdcitos (linfocitos) induzido pela amostra. Os eosinofilos
fagocitam e eliminam complexos de antigenos com anticorpos que aparecem em casos
de alergia e modulam a inflamacgé&o por produzirem moléculas que inativam leucotrienos
e histamina (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999). As amostras testadas neste trabalho ndo
apresentaram efeito alérgico, um resultado interessante para sua aplicagdo biomédica.

Analisados em conjunto, os dados da citometria obtidos ap6s as aplicacdes das
amostras testadas permitem sugerir que o potencial pré-inflamatério da amostra MLpgg-
ZnF pode ser explicado pelos seus diferentes componentes, mas s&o brandos e, em
geral, temporarios. Quando apds administracdo das amostras, o animal era submetido
também ao AC ou ao laser, as alteragdes citométricas ficaram em geral pouco mais

intensas. Entretanto, quando ambos o0s procedimentos eram aplicados
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simultaneamente, as alteragcbes foram mais ténues, evidenciando o potencial da
amostra MLpeg-ZnF nas aplicacdes da Magnetohipertermia e Terapia Fotodinémica.

O uso da analise citométrica para avaliar atividade pro-inflamatéria de materiais
nanoestruturados ja estd bem fundamentado na literatura. O presente trabalho mostra
que este teste também pode contribuir de forma significativa na investigacao dos efeitos

do campo magnético e do laser sobre as células leucocitarias.

5.4.2 Consideragoes sobre a analise genotdxica e citotéxica em animais

nao portadores de tumor ascitico de Ehrlich (sadios)

Como frisado anteriormente, o propédsito do teste do micronucleo em eritrécitos
de mamiferos é identificar substancias que causam danos citogenéticos, sejam eles
clastogénicos ou aneugénicos.

O teste de MN realizado neste trabalho n&o evidenciou qualquer efeito citotoxico
ou genotdxico relacionados a qualquer uma das amostras testadas. A auséncia de
genotoxicidade e de citotoxicidade também foi verificada em outros estudos realizados
com materiais magnéticos (ESTEVANATO, 2008; COELHO, 2008; BRUGIN, 2007). O
controle positivo empregado demonstrou a confiabilidade da técnica, pois os animais
expostos a ciclofosfamida sofreram significativo aumento na freqtiéncia de MN em EPC.

Tais resultados assinalam que as amostras testadas apresentam
biocompatibilidade que evidenciam potencial nas aplicacbes da Magnetohipertermia e

Terapia Fotodinamica, sem que gere consequéncias adversas ao organismo.

5.4.3 Consideragoes sobre a viabilidade de células peritoneais em animais

ndo portadores de tumor ascitico de Ehrlich (sadios)

O teste de viabilidade celular, como citado anteriormente, constitui ferramenta util
no estudo da toxicidade de diferentes materiais, inclusive os magnéticos. No presente

trabalho foi observado que a amostra MLpgg-ZnF, com ou sem submissédo ao AC e ao
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laser, aumenta a morte das células peritoneais. Na auséncia do fotossensibilizador
(amostra MLpgg), s6 ha diminuicdo da viabilidade celular no grupo tratado apenas com
a amostra sem posterior submissdo ao AC e ao laser e na auséncia das NPM (amostra
Lrec-ZnF), apenas quando submetida ao laser.

A anadlise de células do peritbnio mostra aglomerados de NPM no seu interior
que podem estar relacionadas com a morte celular, considerando que muitas destas
células apresentavam-se lisadas. KUCHELHAUS (2003) observou aumento na
freqliéncia de células mortas quando estudou a biocompatibilidade de NPM de ferrita de
cobalto recobertas com citrato, e este efeito foi proporcional a quantidade de particulas
fagocitadas. Na presenca de particulas estranhas, os macréfagos sao ativados e
produzem substancias, como 6xido nitrico e espécies reativas de oxigénio, que podem
levar a morte celular. Os dados encontrados podem ser corroborados pelos de
SADEGHIANI (2004) que verificou 30% de morte celular apés administragcdo de NPM
de magnetita recobertas com acido poliaspartico, de cinco minutos até sete dias apds
tratamento intraperitoneal. E ainda, pelos achados de que camundongos tratados com
fluido magnético a base de nanoparticulas de magnetita recobertas com
carboximetildextrana também apresentaram diminuigdo significativa da viabilidade dos

macréfagos peritoneais, de 15 minutos até 48 horas (GUEDES et al., 2005).

5.4.4 Consideragées sobre a anadlise histolégica em animais nao

portadores de tumor ascitico de Ehrlich (sadios)

A analise histolégica, como ja referendado, agrega grande valor para investigar
os efeitos dos materiais magnéticos, pois possibilita investigar a biodistribuicdo e a
biocompatibilidade de diversas amostras a base de NPM.

As nanoparticulas podem apresentar direcionamento preferencial a certos érgéaos
devido a caracteristicas quimica e/ou fisicas de sua composicao, inclusive aquelas
relacionadas a cobertura ou caracteristicas de superficies (MOGHIMI et al., 2005,
GARNETT; KALLINTERI, 2006). Tem sido demonstrado que particulas neutras, de

carga negativa ou associadas ao polietilenoglicol apresentam seu padrao de
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distribuicao relacionado as caracteristicas de superficies (LEMKE et al., 2004). Segundo
BRANNON-PEPPAS e BLANCHETTE (2004) particulas mais hidrofilicas sdo menos
captadas pelo figado e baco de modo que permanegam mais tempo em circulagéo e
alcancem outros sitios. Estudos também revelaram que NPM de magnetita recobertas
com DMSA tiveram direcionamento especifico para o pulméo (CHAVES, 2002), embora
ja tenham sido estudadas outras NPM que apresentam vasta distribuicao
(KUCKELHAUS, 2004).

Apesar de 6rgdos como figado, pulmdes, bago, pancreas, rins e cérebro serem
comumente avaliados com o propoésito de averiguar alteragdes teciduais e a ocorréncia
de processos inflamatorios (GARCIA, 2002; KUCKELHAUS, 2003; LACAVA et al.,
2004; SADEGHIANI, 2004; GUEDES, 2005; BRUGIN, 2007), na maioria dos estudos
realizados as NPM foram encontradas preferencial nos pulmdes, figado e bacgo
(GARCIA et al., 2002; FREITAS, 2004; LACAVA, 2004; BARBOSA, 2004;). Estes
resultados influenciaram a escolha desses trés oOrgaos para andlise dos
magnetolipossomas magnéticos e/ou fotossensibilizados no emprego da MHT e da
TDF. Além do mais, figado, baco e pulmdo sdo 6rgdos importantes para a
metabolizac&o e resposta imune aos magnetolipossomas da amostras estudadas.

Para fins comparativos e com o intuito de facilitar a identificacdo das NPM, foram
realizados dois métodos de coloragéo, o habitual H&E e o Perls. Na coloragéo de H&E,
os aglomerados de NPM apresentam-se marrons e s&o facilmente visualizados
(LACAVA et al.,, 2006), enquanto na coloracdo de Perls séo visualizados em azul
intenso. A formagéo dos agregados azuis observados no parénquima dos 6rgéos e no
interior de células fagociticas se deve a perda parcial ou total da cobertura das NPM,
que ocorre em pH acido (KUCKELHAUS et al., 2003).

A analise morfolégica dos pulmbes demonstrou que o magnetolipossomo testado
causou alteragbes no tecido pulmonar. A presenca de NPM nas amostras M peg €
MLpeg-ZnF formaram aglomerados possiveis de serem visualizados ap0os coloracao de
Perls. Os infiltrados inflamatérios observados nos pulmbes sao provavelmente
decorrentes da migracdo de células fagociticas do sangue através de vasos
sanguineos. Nas pranchas observadas, comumente os infiltrados acompanhavam

vasos sanguineos em toda sua extensdo. Tal fendbmeno provavelmente esta associado
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a presencga do lipossomo, comum a todos os grupos tratados. A marcagéo para ferro
nos infiltrados de pulmdes de animais tratados com de M pec € My pec-ZNF apenas
reforcam esta constatagdo. As amostras MLpeg € Lpeg-ZNF mantiveram o padrao de
resposta no pulm&o. A adicdo de campo alternado ou laser ndo levou a qualquer
variacao nesta resposta perceptivel ao microscopio de luz.

Em laminas de figado de animais tratados, a unica alteracdo morfologica
percebida foi um leve aumento de infiltrados, novamente em grupos que receberam
lipossomo vazio (Lpgg) ou conjugado (Lpes-ZnF). Poucas células de Kupffer apareceram
marcadas para ferro pelo método de Perls, quando s&o considerados os animais
submetidos ao tratamento com MLpes. Esse fato demonstra efeito protetor dos
lipossomos aos elementos por eles transportados, uma vez que estas células ndo sao
vistas com NPM fagocitadas. Esta é uma evidencia de que as células do tecido
hepatico respondem ao lipossoma, e a qualquer fator ligado a ele, de uma maneira
diferente das células do pulm&o. Entretanto, KUCKELHAUS (2003) verificou apos
administragéo intraperitoneal de magnetolipossomas furtivos constituidos de NPM de
ferrita de cobalto recobertas com citrato, aglomerados dentro de fagécitos no figado.

As laminas do bago nao permitiram verificar qualquer diferenga entre os varios
tratamentos realizados, provavelmente porque este 6rgdo ja possui uma grande
quantidade de ferro enddégeno. No entanto, alteracdes histolégicas nao foram
encontradas.

5.5 Consideragoes sobre os testes em animais com o Tumor Ascitico de
Ehrlich (etapa 6)

5.5.1 Consideracoes sobre o Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE)

O tumor de Ehrlich (TAE) foi introduzido por Paul Ehrlich em 1986, e descrito em
1906 como um adenocarcinoma espontaneo de glandula mamaria de camundongos
fémeas. No inicio, o tumor foi desenvolvido experimentalmente sob a forma soélida,
sendo transplantado por via subcutdnea ou intramuscular em animais da mesma
espécie. (MATSUZAKI et al., 2003). Loewenthal e Jahn, em 1932, introduziram a forma
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ascitica, ou seja, aquela desenvolvida no peritbnio de animais inoculados com as
células tumorais, formando uma bolsa repleta de liquido (DAGLI, 1989).

O TAE tem sido extensamente utilizado em estudos oncolédgicos devido a sua
grande facilidade de manipulagdo experimental (MATSUZAKI et al., 2004; SAAD-
HOSSNE et al., 2004; FREITAS et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2006). Dos varios
tumores utilizados hoje como modelos experimentais in vivo, os transplantaveis de
forma ascitica oferecem diversas vantagens, tais como a facilidade na padronizagao do
numero de células a serem inoculadas, a quantificacdo do crescimento e regresséo da
massa tumoral e também por permitir o estudo comparativo com métodos
desenvolvidos para pesquisa de células sanguineas e demais fluidos corporais (SAAD-
HOSSNE et al., 2004; FONSECA, 2006). Além disso, ndo existem relatos de ocorréncia
de metastases no coracédo, rins, adrenais, figado ou bagco (SUGIURA, 1965 apud
GENTILE, 2001).

Esta neoplasia pode ser induzida, de modo experimental, transplantando-se
células tumorais de um camundongo em estagio avancado da doenca para outro
saudavel. Fazendo uso de uma seringa, parte da ascite obtida é inoculada na cavidade
peritoneal de um animal sadio, para o desenvolvimento da forma ascitica, ou no coxim
plantar ou via subcutanea, para inducdo da forma solida. Esse procedimento é repetido
de um portador para um receptor a cada oito dias, sendo possivel observar expressivo
crescimento da massa tumoral a partir do sexto dia, que continua ocorrendo até levar o
camundongo a morte (DAGLI et al., 1992, KLEEB et al., 1997).

5.5.2 Consideragdes gerais sobre os testes em tumores

Trabalhos realizados com tumores, em particular com o tumor ascitico de
Ehrlich, permitem que se conhega o seu comportamento e evolucao frente a novas
alternativas terapéuticas. Em conformidade, varios testes biolégicos foram realizados
neste trabalho com o objetivo de avaliar a inibicdo ou mesmo a regressdao do
crescimento tumoral quando os animais que o portam sdo submetidos a amostra

MLpec-ZnF e a exposicdo ao AC e/ou ao laser. A técnica histoquimica de impregnacao
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pela prata (AgNORs) marca as regides organizadoras de nucléolo e é considerada um
bom marcador de proliferacdo celular e conseqiientemente, é util na avaliacdo da
malignidade (TRERE, 2000; FILIPPIN et al., 2006). A avaliacdo de células claras e
escuras e sua relagdo com o volume do liquido ascitico e a analise do grau de
hemorragia no fluido também constituem formas de atestar a agressividade desse tipo
de tumor. Outros parametros também foram avaliados, tais como o volume do ascite,
peso corpéreo, viabilidade celular, quantificagdo de células inflamatérias e a analise de
sobrevida. Todos esses parametros foram eficientes em fornecer dados que ajudam na

analise da eficiéncia dos procedimentos de MHT e TFD no tratamento do TAE ascitico.

5.5.3 Consideragdoes sobre a analise das regides organizadoras de
nucléolo argentafins (AgNOR) em animais portadores de tumor ascitico de
Ehrlich

Para se determinar o grau de proliferacdo celular varias técnicas tém sido
utiizadas como a dos marcadores MIB-1, PCNA, Ki-67 e a incorporagdo de
bromodeoxiuridina (BrdU) (BANKFALVI et al., 1999; DERENZINI, 2000). Atualmente,
varios trabalhos descrevem o emprego da técnica de AgNOR e sua aplicagdo em
morfometria quantitativa, como método auxiliar na distingdo entre células benignas e
malignas, em diversos tecidos (MAKINEN, et al., 1993; KRUGER, et al., 2000).

A quantificagdo das AQNORs é simples e menos onerosa em relagdo as demais
técnicas e tem sido amplamente utilizada para caracterizar e diferenciar neoplasias e
hiperplasias (PICH et al., 2000; SERAKIDES et al., 1999), ja que elas representam os
marcadores da atividade dos genes ribossémicos e, portanto, da atividade nucleolar
(ROUSSEL; HERNANDEZ-VERDUM, 1994). A transcricdo dos genes para RNA
ribossOmico envolve, além da RNA polimerase |, proteinas que formam particulas pré-
riboss6micas, dando origem ao nucléolo (PLOTON, 1984). Essas proteinas associadas
as regioes organizadoras do nucléolo tém grande afinidade pela prata (UNDERWOOD,;
GIRI, 1988), sendo chamadas AgNORs (TRERE, 1993).
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Na coloragao AgNOR, as células apresentam coloragdo amarelada com nucleos
em castanho, enquanto as regides organizadoras de nucléolos aparecem como
estruturas intranucleares pequenas e irregulares de cor marrom-café a preta. Em
células normais os pontos NOR sao ligeiramente centrais, arredondados, em
quantidade de até quatro e menores que o nucléolo. Entretanto, em células onde se
observam alteragdes morfolégicas de pré-malignidade e malignidade, os pontos variam
na localizagéo no interior do nucleo e em numero, refletindo a gravidade da lesé&o
(FILIPPIN et al., 2006). Sabe-se que quanto maior o numero de AgNORs, maior a
atividade proliferativa das células (DERENZINI; SIRRI; TRERE, 1994; DERENZINI,
2000; PICH et al., 2000).

As observagdes morfolégicas das células tumorais nos diferentes grupos nao
permitiram uma diferenciacédo suficiente para perceber os efeitos dos tratamentos
realizados. Entretanto, por meio da contagem de pontos AgNOR foi possivel identificar
diferengas significativas entre os tratamentos. Por exemplo, o tratamento com MLpgg-
ZnF e exposicdo ao AC induziu aumento no numero de NOR, sugerindo proliferagéo
celular maior que no grupo TAE. Por outro lado, o tratamento com MLpgs-ZnF
associado ao laser, reduziu a quantidade de NOR, evidenciando menor atividade
proliferativa nesse grupo. Os dados obtidos no grupo submetido a exposi¢cdo ao AC e
também ao laser mostram que a exposicdo ao laser parece diminuir os efeitos

proliferativos da exposi¢édo ao AC.

5.5.4 Consideragoes sobre a viabilidade das células do liquido ascitico em

animais portadores de tumor ascitico de Ehrlich

Os tratamentos com MLpge-ZnF e submissdo ao AC e MLpgs-ZnF e submissao
ao laser afetaram a viabilidade das células do liquido ascitico, causando morte celular
significativa.

A citotoxicidade pode ter sido induzida pela presenca de ferro nas
nanoparticulas, uma vez que esse metal por ter a capacidade de aceitar e doar

elétrons, danificar tecidos, pois catalisa a conversdo de peroxido de hidrogénio em
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radicais livres que atacam membranas celulares, proteinas e DNA (FREITAS, 2004).
Em apoio a esta idéia, SESTIER et al. (2002) verificaram que o uso de quelante de ferro
pode minimizar os efeitos de amostra magnética na viabilidade de células tumorais.

Os resultados da viabilidade celular podem ser diretamente correlacionados aos

dados de volume tumoral, peso e grau de hemorragia.

5.5.5 Considerag6es sobre a contagem diferencial de leucécitos do liquido

ascitico em animais portadores de tumor ascitico de Ehrlich

A resposta inflamatéria caracteriza-se por aumento do calibre e da
permeabilidade dos vasos da microcirculagdo, alteragcdes que permitem a saida de
macromoléculas, liquido e células da luz dos vasos para o intersticio.

Toda reacéo inflamatéria € caracterizada por influxo de leucocitos, edema e
mudanga no calibre e na permeabilidade da microcirculagdo. Muitas destas
modificacbes refletem a liberacdo de mediadores quimicos. Os macréfagos
representam papel importante na patogénese e na manutencdo do processo
inflamatério.

Os resultados apresentados nesta pesquisa mostraram reducédo na populacéo
de linfécitos e aumento na populagao de macréfagos em todos os tratamentos testados
(MLpgg-ZnF e MLpes-ZnF submetidos subseqientemente ao AC, ao laser ou
simultaneamente ao AC e ao laser), e ainda aumento na populacdo de neutréfilos
apenas nos tratamentos com MLpeg-ZnF € MLpeg-ZnF submetidos subseqlientemente

ao AC, realgando o papel dos tratamentos efetuados.

5.5.6 Considerag6es sobre o teste de células claras/células escuras e do

volume do liquido ascitico

Os dados obtidos mostraram que em todos os grupos investigados houve

predominio de células escuras. A classificacao de células do tumor de Ehrlich em claras
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e escuras foi proposta por SILVA (2003). Segundo SILVA et al. (2007) essa
classificacdo tem sido a denominacdo mais apropriada quando se considera as
caracteristicas morfolégicas das células tumorais.

As células claras possuem muitos vacuolos citoplasmaticos que sugerem algum
tipo de atividade secretora, de modo que o aumento nesta populagao celular poderia
estar relacionado com a maior producdo do liquido ascitico, ocorrendo o inverso
quando se trata do maior numero de células escuras. Evidéncias para este fato foram
relatadas em um estudo (SILVA et al., 2007) sobre o efeito da hipotireoidismo no TAE
de camundongos ooforectomizados e néo- ooforectomizados, onde grande quantidade
de células escuras estavam relacionadas com a reduc¢do do volume do tumor ascitico.
Outros estudos corroboram a existéncia de relagdo entre quantidades de células claras
e volume ascitico. VERCOSA JUNIOR et al. (2006) estudaram a atividade
antineoplasica de um produto natural (miriadenolideo) no TAE, e observaram que a
dose de 31ug/kg favorece a presenca de células escuras, culminando com a menor
producao de liquido ascitico, enquanto a dose de 139ug/kg favorece a presenca de
células claras, levando a maior produgédo de liquido ascitico. FREITAS et al. (2006)
estudaram os efeitos das drogas Tiroxina (induz hipertireoidismo) e Propiltiouracil (induz
hipotireoidismo) em TAE, e observaram que o grupo que foi tratado com Tiroxina
apresentou predominancia de células claras e maior volume de liquido ascitico,
enquanto que o grupo tratado com Propiltiouracil apresentou resultado inverso.

Na analise dos dados de volume do liquido ascitico obtidos nos testes
realizados, observa-se uma diminui¢do significativa nos trés grupos que, ap6s o
tratamento com a amostra MLpge-ZnF, foram submetidos ao AC e/ou laser, Essa
diminuicdo de volume & concomitante a um decréscimo de células claras nestes trés
grupos, resultado este em acordo com os dados da literatura (FREITAS et al., 2006,
VERCOSA JUNIOR et al., 2006, SILVA et al., 2007). Vale comentar, entretanto, que
embora as células claras sejam reduzidas no grupo TAE e no grupo tratado apenas
com a amostra MLpes-ZnF, o volume ascitico € significativamente maior do que nos
grupos submetidos ao AC e/ou laser, demandando estudos posteriores para melhor

compreenséo da relagao células brancas e volume ascitico.
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5.5.7 Consideragoes sobre o peso dos animais portadores de tumor

ascitico de Ehrlich

Os resultados revelaram que os animais tratados com MLpgg-ZnF € MLpgg-ZnF
submetidos subsequentemente ao AC, ao laser ou simultaneamente ao campo
magnético e ao laser, apresentaram reducao significativa de peso. Vale ressaltar que o
tratamento MLpeg-ZnF submetido apenas ao laser foi 0 que provocou maior perda de
peso ao longo do tempo de tratamento.

No inicio do experimento nao foi constatada qualquer diferenca de peso entre os
grupos experimentais. No entanto, a partir da segunda pesagem verificou-se perda de
peso, o que reflete o periodo de incubagédo do tumor, o que esta em concordancia com
os relatos de FREITAS et al. (2006).

Apds o periodo de incubagdo o tumor comega a crescer, como observado na
segunda pesagem, o que pode ser responsavel pelo aumento crescente de peso no
grupo TAE. Este crescimento tumoral, entretanto, ndo é observado nos demais grupos,
mostrando papel importante dos tratamentos sobre o desenvolvimento do tumor. Ao
final do experimento, observa-se perda de peso significativa nos grupos tratados, o que
deve estar diretamente relacionado com morte celular ou a algum mecanismo
citostatico, que tenha inibido a proliferacdo celular, em acordo com os resultados
obtidos na mensuragdo do volume. E interessante frisar que o grupo tratado com

MLpeg-ZnF e submetido ao laser apresentou reducao de peso mais marcante.

5.5.8 Consideragoes sobre o volume dos animais portadores de

tumor ascitico de Ehrlich

Os camundongos que receberam injecao intraperitoneal de células asciticas do
TAE apresentaram aumento expressivo do volume no terco abdominal. A palpagao,
notava-se acumulo difuso de liquido. A produgéo do liquido ascitico no tumor de Ehrlich

€ creditada principalmente a hiperpermeabilidade dos capilares presentes na cavidade
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peritoneal (SENGER et al., 1983). Essa alteragcdo vascular deve-se a acao das células
neoplasicas que induzem aumento da expressdo de receptores para o fator de
motilidade autécrina (FMA), ao mesmo tempo em que secretam grande quantidade
desse fator. A ligacdo do FMA ao seu receptor induz angiogénese e aumenta a
permeabilidade vascular por alterar a morfologia das células endoteliais, com
subsequiente formac&o de grande quantidade de liquido ascitico (VERCOSA JUNIOR et
al., 2006; SILVA et al., 2007).

Os resultados obtidos mostraram que houve diminuicédo significativa no volume
ascitico nos tratamentos com MLpes-ZnF submetidos subsequientemente ao AC, ao
laser ou simultaneamente ao campo magnético e ao laser. Concomitante ao decréscimo
de volume ascitico, observa-se que ocorre melhoria significativa na qualidade do liquido
ascitico evidenciada pela cor mais clara (classes 1 e 2). Estes dados fazem com que as
variacbes de volume ascitico sejam mais facilmente relacionadas com alteracdes
vasculares do que a quantidade de células claras no ascite.

A diminuicdo do volume ascitico ocasionada pelos tratamento seguido de
exposicdo ao campo e/ou laser pode também ser correlacionada com a diminuigdo do

peso observado nos mesmos grupos de animais.

5.5.9 Consideragdoes sobre o grau de hemorragia da ascite nos

animais portadores de tumor ascitico de Ehrlich

O tumor de Ehrlich € um carcinoma de crescimento rapido com comportamento
muito agressivo (SEGURA et al., 2000). A produ¢édo do liquido ascitico no tumor de
Ehrlich é creditada principalmente a hiperpermeabilidade dos capilares presentes na
cavidade peritoneal (SENGER et al., 1983).

O processo inflamatorio desencadeado pela presenca das células neoplasicas
na cavidade peritoneal é marcado pelo extravasamento de hemacias, ja que os vasos
ficam tdo mais dilatados e danificados quanto maior é o numero de células inflamatérias
atuando contra a presenca das cancerosas. Medir o nivel de hemorragia é uma forma

de atestar a agressividade desse tipo de tumor.
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A partir dos dados analisados, pode-se sugerir que, estatisticamente, os
tratamentos com MLpeg-ZnF submetidos ao laser e MLpgg-ZnF submetidos ao AC e ao
laser, reduzem a agressividade do tumor. Considerando que o tratamento MLpgg-ZnF
submetidos ao laser apresenta o ascitico com grau 1 de hemorragia, € um indicativo de
que o tratamento reduziu, de alguma forma, o extravasamento de eritrocitos para a
ascite, reduzindo, pelo menos aparentemente, sua agressividade.Tal resultado coincide
com os observados na analise de peso, que nos mesmos tratamentos apresentou maior
perda.

Tais resultados coincidem com outros ja discutidos neste trabalho, como os
dados de volume e peso que apresentam maior perda com o tratamento MLpgg-ZnF

submetido ao laser.

5.5.10 Consideragoes sobre a sobrevida dos animais portadores de tumor

ascitico de Ehrlich

Os tratamentos com MLpeg-ZnF submetidos ao laser e MLpgg-ZnF submetidos
ao AC e ao laser possibilitaram aumento na sobrevivéncia dos camundongos. No
entanto, foi o tratamento MLpgg-ZnF submetidos ao laser que mostrou a sobrevivéncia
maior que 20 dias, em relagdo a todos os outros grupos, o que equivale segundo ao
tempo de sobrevida (%ILS) a 19,35%. Segundo GUPTA et al. (2004), este resultado
ainda nao indica atividade antitumoral significativa, pois essa condicdo sO seria
assumida se 0 % ILS excedesse 25%.

Da mesma forma que observada em outros paradmetros, os resultados de
sobrevivéncia dos animais podem ser correlacionados com os dados de viabilidade
celular, volume, peso, qualidade do ascite, quantidade de células inflamatorias,
sobretudo nos grupos submetidos ao tratamento com MLpeg-ZnF € ao laser, todos eles

sugerindo reducgao da agressividade tumoral.
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5.5.11 Consideragées sobre a Magnetohipertemia e Terapia Fotodinamica

A magnetohipertermia (MHT) € um processo de aquecimento sitio-especifico
gerado magneticamente que promove morte celular (HALBREICH et al., 2002),
inclusive de células neoplasicas. O método € bastante vantajoso quando se faz uso de
nanoparticulas magnéticas (NPMs) biocompativeis. Assim que as nanoparticulas sao
capturadas pelas células cancerigenas, sdo submetidas a um AC de corrente alternada
de alta frequéncia (AC) que possibilita a elevacdo da temperatura local em até 8° C
(BACRI et al., 1997). A injecao da amostra magnética no local desejado ou sua atragéo
por gradiente de campo magnético ou ainda a associagdo de anticorpos monoclonais
as NPM torna viavel a restrigdo do aquecimento ao tecido tumoral, minimizando danos
aos tecidos normais. Sendo assim, a magnetohipertermia constitui uma técnica
promissora para tratamento de canceres diversos (DA SILVA et al.,, 1997). A
combinacdo da MHT com outras terapias para tratamento de neoplasias tem sido de
grande interesse, pois pode potencializar o efeito terapéutico, possibilitando resultados
satisfatorios.

A Terapia Fotodinamica (TFD) parte do principio de que a interacao da luz de
comprimento de onda adequado, com um fotossensibilizador, na presenca de oxigénio
resulta em espécies reativas capazes de induzir morte celular (MACHADO, 2000). Os
fotossensibilizadores sdo os agentes ativos no processo da TFD. Existe grande
interesse no desenvolvimento de novos compostos fotossensiveis que absorvam luz em
comprimentos de onda maiores, que sejam biologicamente estaveis, possuam alta
seletividade tumoral, apresentem toxicidade minima ao tecido normal, além de
potencialmente mais ativos (ACKROYD et al., 2001). Os agentes fototerapéuticos de
primeira geragcédo, baseados em misturas de derivados porfirinicos, aumentam a
eficiéncia do tratamento neoplasico e podem ser usados na TFD, mas possuem baixa
seletividade, pouca incorporacao nos tecidos tumorais e longo tempo de permanéncia
no organismo. Por outro lado, os fotossensibilizadores de segunda geracéo apresentam
baixa toxicidade, alta seletividade e incorporagao ao tumor. Nessa classe se encontram
as ftalocianinas e as clorinas (LEACH, 1992; JORI, 1996). Em especial, as ftalocianinas

tém demonstrado grande potencial como agentes fotossensitizadores na erradicagéo de
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processos neoplasicos, vantagens que despertam o interesse nas possibilidades de seu
uso.

A amostra MLpeg-ZnF, utilizada neste estudo, contém zinco-ftalocianina e
nanoparticulas magnéticas encapsuladas em lipossomas furtivos, constituindo um
sistema que permite avaliar a agcdo combinada de processos relacionados a MHT e
TFD.

Em sintese, nos testes de biocompatibilidade realizados da amostra MLpgg-ZnF
pode ser observado atividade pré-inflamatéria branda, total auséncia de genotoxicidade
e citotoxicidade nas células da medula 6ssea, alteram pouco a viabilidade celular e tém
efeitos morfolégicos temporarios apenas nos pulmdes. O que torna a amostra
adequada para testes in vivo.

Em relagdo a sua atividade antitumoral foi constatado que, nas condigbes
experimentais deste trabalho, nenhum dos tratamentos causou remiss&o total do tumor.
Entretanto, pode ser observada significativa atividade antiproliferativa, sobretudo
quando apos o tratamento com a amostra, os animais eram submetidos ao laser,

evidenciando mais vantagens do sistema para realizacdo da TFD do que da MHT.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho que teve como objetivo principal investigar
efeitos  biolégicos da administracdo de amostra de magnetolipossomas
fotossensibilizados com zinco-ftalocianina (MLpeg-ZnF) e sua eficiéncia nos processos
de Magnetohipertermia (MHT) e Terapia Fotodinamica (TFD) em camundongos
portadores de Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE), permitem concluir que, nas
circunstancias experimentais empregadas:

= A exposi¢do durante 3 minutos ao AC apés tratamento com amostra magnética
nao causa alteragcdes biolégicas severas que impegam o uso de MHT para tratamento
de tumores.

= A amostra MLpgg-ZnF e suas sub-componentes MLpgg (mMagnetolipossomas
furtivos), Lpes-ZnF (lipossomas furtivos associados ao ZnF) e Lpgg (lipossomas furtivos)
causam apenas efeitos inflamatorios brandos e temporarios, alteram pouco a
viabilidade celular, ndo causam genotoxicidade alguma e tém efeitos morfologicos
temporarios apenas nos pulmdes, como revelado por muitos e diferentes testes
biolégicos, sendo que a exposicdo ao AC alterou ligeiramente estes efeitos
inflamatorios.

= Os tratamentos de animais portadores de TAE com a amostra MLpgg-ZnF, €
subseqiente submissdo ou ndo ao AC e laser ndo ocasionaram remissao total do
tumor, mas inibiram sua proliferacdo, conforme observado nos inumeros testes
realizados e aumento do tempo de sobrevida.

= O tratamento de animais portadores de TAE apenas com a amostra MLpgg-ZnF
nao resultou em melhora significativa, como constatado pela morfologia no teste
AgNOR, volume e padrao hemorragico do ascite, entre outros.

= O tratamento de animais portadores de TAE com MLpes-ZnF e subseqiente
submissao ao laser apresentou os resultados mais favoraveis, como verificado pela
morfologia no teste AQNOR, volume e padrdo hemorragico do ascite, peso e sobrevida

do animal, evidenciando a importancia deste novo sistema na TFD.
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