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O uso do teste AgNOR possibilitou a contagem de pontos marrons
correspondentes as Regidoes Organizadoras do Nucléolo (NOR) (Fig. 47).

Resultados obtidos demonstraram uma diminui¢do significativa de Regides
Organizadoras do Nucléolo (NOR) nos grupos tratados com FM e FM+CMA3Xx. Nos
grupos tratados com FM e expostos ao CMA houve uma diminui¢do significativa entre

o grupo que foi submetido ao CMA uma vez e o grupo submetido trés vezes (Fig. 48).

Figura 47 — Fotomicrografia do TSE corado pela coloracdo AgNOR, os pontos marron

apresenta os NOR (setas)
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Figura - 48: Efeito da administragdo intratumoral de 100uL do FM-PAS-2 no ntimero de
pontos AgNor no ntcleo de 100 células tumorais na presenga ou auséncia do CMA e a
exposi¢do do tumor a0 CMA. Con = Controle, TSE = Tumor Sélido de Ehrlich, CMA = Campo
Magnético Alternado, 3x = exposi¢do ao CMA por 3 vezes cada 24h.

4.4.4 — Analise de proliferacao celular pelo teste de indice mitético (IM)
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A analise demonstrou uma diminui¢ao significativa no numero de células em

mitose nas diferentes fases (Fig. 49) no grupo TSE+FM+CMA3x em relacio com

grupo de controle TSE (Fig. 50).

b N

Figura 49 — Fotomicrografia do TSE corado pela coloracdo Perls para realizar

contagem de células em mitose, as setas apontam as células mitoticas e 0s cromossomos.
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Figura - 50: Efeito da administragdo intratumoral de 100uL do FM-PAS-2 no indice
mitdtico do em 1000 células tumorais na presenga ou auséncia do CMA e a exposi¢ao do tumor
ao CMA. Con = Controle, TSE = Tumor So6lido de Ehrlich, CMA = Campo Magnético
Alternado, 3x = exposi¢do ao CMA por trés vezes cada 24h. # aponta diferencas significativas
estatisticamente (p<0,05).
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4.4.5 — Analise de volume da massa tumoral

Para avaliar o efeito dos tratamentos no crescimento da massa tumoral, o volume
tumoral foi calculado a partir de medidas realizadas em dois momentos: no dia do
tratamento, identificado como T, e no dia da coleta, como C (Fig. 52). O volume
tumoral teve um aumento significativo em todos os grupos avaliados aos trinta dias de
tratamento, sejam eles apenas tratados com FM-PAS (TSE+ FM-C), com o campo
magnético (TSE+CMA-C) ou com ambos, FM mais o campo magnético
(TSE+FM+CMA-C), em relacdo ao seu proprio grupo experimental no dia do
tratamento (T), ao seu grupo em tempos diferentes (3d e 7d) e também em relacdo ao
grupo tratado com FM e exposto 3 vezes ao CMA (FM+CMA3x-C-30d). O volume
tumoral esté ilustrado na figura 51 que mostra tumores com tratamentos diferentes sete
dias apo6s o tratamento, todos inoculados no mesmo dia. Os tumores um e cinco
pertenciam a animais do grupo controle TSE, o segundo tumor era de TSE tratado com
FM+CMA, o terceiro tumor de TSE tratado com FM (Fig. 51 (3)) e o tumor quatro de
animal exposto ao CMA. No animal TSE+FM exposto ao CMA, como mostrado na
figura 51 (2), as nanoparticulas estdo mais concentradas, atraidas para o local da
aplicagdo do campo. Ao contrario, as nanoparticulas ficaram mais aglomeradas no
centro, a parte mais necrosada do tumor (Fig. 51 (2 e 3)). Na figura 51 (4), o tumor de
um animal do grupo TSE exposto apenas ao CMA. A superficie do tumor sem
tratamento apresenta-se mais regular e lisa. Os animais, possivelmente por ndo serem

isogénicos, desenvolveram tumores com diferentes tamanhos (Fig. 51 (1 e 5)).
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Figura 51: Tamanho do tumor sete dias apds o tratamento com tratamentos diferentes.
1 e 5= Controle TSE, 2 = TSE+FM+CMA, 3 = TSE+FM e 4= TSE+CMA

4.4.6 — Avaliaciao do peso animal

Avaliagao do peso animal no dia de tratamento e dia da coleta entre os diferentes
grupos (Fig. 53) demonstrou um aumento significativo do peso animal do grupo
TSE+FM-C-30d em comparacdo com grupo controle ST-30d e os mesmos grupos de
tratamento embora com tempo 3 e 7 dias e com seu grupo no dia de tratamento
(TSE+FM-T-30d). Esse aumento foi observado também no grupo TSE+CMA-C-30d
em rela¢do com grupos ST-C-30d, TSE+CMA-C-3d, TSE+CMA-C-7d e TSE+CMA-T-
30d. Nao houve diferencas significativas estatisticamente entre outros grupos de

tratamento.
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Figura 52: Volume tumoral de camundongos controle TSE e com TSE tratados
com FM-PAS-2 na presenga ou auséncia do CMA ou expostos ao CMA nos dias do
tratamento e da coleta. T = Tratamento, C = Coleta, TSE = Tumor Solido de Ehrlich,
FM = Fluido Magnético, CMA = Campo Magnético Alternado. # aponta diferencas
significativas estatisticamente entres grupos T e C no mesmo tempo. As letras (a,b,c)
apontam a diferencas entre mesmos grupos de tratamento nos tempos diferentes. As
letras a e P apresentam diferencas entre grupos diferentes em 30 dias. (p<0,05).
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Figura 53: Peso corporal de camundongos sadios sem tratamento, controle TSE
e com TSE tratados com FM-PAS-2 na presenga ou auséncia do CMA ou expostos ao
CMA, nos dias do tratamento e da coleta. ST = Sem Tratamento, TSE = Tumor Sélido
de Ehrlich, FM = Fluido Magnético, CMA = Campo Magnético Alternado, T =
Tratamento, C = Coleta. % aponta diferencas significativas estatisticamente (p<0,05).

4.4.7 — Observacoes clinicas

v Durante todo o tratamento os animais apresentaram os aspectos clinicos
normais sem complicacdes tais como letargia, diarréia ou problemas
cardiorrespiratorios.

v Os animais do grupo TSE+FM 3d e 30 dias apresentaram fraqueza com pelos
arrepiados que nao foram muito evidente no sete dias.

v Na regido das aplicagdes do CMA nos animais tratados com FM-PAS-2,
intratumoralmente, em baixo da pele houve acumulos das nanoparticulas atraidas pelo

campo magnético alternado (Fig. 54a).
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v Alguns animais tratados desenvolveram o tumor secundario ao lado do
primeiro, demonstrando a agressividade e a resisténcia das células tumorais ao

tratamento (Fig. 54b).

Figura 54 — Fotografias dos camundongos com TSE, a = as nanoparticulas retraidas
pelo CMA e acumuladas na parte interior da pele e superficie do tumor (seta), b = animal com

tumor secundario (seta).

v Com aumento do tamanho do tumor o centro do tumor ficou mais liquido

apresentando muitas células mortas e tecido necrosada com odor desagradavel.

4.5 - Resultados da Etapa 4

A andlise de Ressonancia Magnética dos tumores tratados com FM-PAS-1,
endovenosamente, e submetido ao CMC utilizando o eletroima (Equip. II) ndo detectou
a presenga de NPM nos mesmos (dados ndo mostrados). A analise histopatolégica dos
tumores também ndo mostrou a presenga de aglomerados das nanoparticulas (dados nao

mostrados).
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5 - Discussao
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Neste trabalho foram investigados os efeitos biologicos de amostra de fluido
magnético constituido por nanoparticulas magnéticas recobertas por acido poliaspartico,
administrada por diferentes vias em camundongos, € seu papel nos processo de
Magnetohipertermia (MHT) em portadores de Tumor Sélido de Ehrlich (TSE).

O trabalho foi desenvolvido em quatro etapas, sendo a primeira delas a avaliagao
da biocompatibilidade/toxicidade e biodistribuicio de FM-PAS administrada
endovenosamente em animais saudaveis. A etapa dois teve como objetivo verificar a
biocompatibilidade/toxicidade e  biodistribuicdo de FM-PAS  administrada
intraperitonealmente em animais saudaveis, na presenca ou auséncia de campo
magnético de frequencia alternada. A terceira etapa teve como objetivo testar os efeitos
de FM-PAS em animais portadores de Tumor Sélido de Ehrlich submetidos ou ndo ao
campo magnético AC, verificando os efeitos da MHT sobre a remissdao tumoral. Por
ultimo, na quarta etapa foram realizados testes com um novo equipamento gerador de
campo DC para verificar seu potencial em atrair para o tumor nanoparticulas magnéticas

administradas endovenosamente.

5.1 — Consideracoes sobre a amostra FM-PAS

A amostra FM-PAS, fluido magnético a base de nanoparticulas de magnetita
recobertas por acido poliaspartico, foi escolhida para realizar os testes deste trabalho
devido aos resultados obtidos em trabalhos prévios (SADEGHIANI, 2004) que, ao
utilizarem amostra estabilizada em meio alcalino, sugeriam biocompatibilidade e
biodistribui¢do adequada para aplicagdes biomédicas. Para aumentar este potencial
sugeriu-se o desenvolvimento de uma nova amostra de FM-PAS estabilizada em meio

aquoso e pH fisiologico e testa-la fez parte do objetivo deste trabalho.



106

A biocompatibilidade dos fluidos magnéticos depende de muitos fatores. Os
parametros fisicos e quimicos das nanoparticulas, tais como tamanho, cobertura e
constituicdo quimica, apresentam grande importancia na determinagdo de seu
comportamento e eficiéncia em aplicagdes biomédicas (BAHADUR; GIRI, 2003). O
diametro médio das particulas pode influenciar diretamente em parametros como o
tempo de permanéncia das mesmas no organismo, a velocidade com que atravessam a
barreira endotelial e seu reconhecimento pelo sistema reticulo endotelial (SRE)
(HALBREICH et al., 1998; BERRY;.CURTIS, 2003).

Além da microscopia de for¢a atomica e da ressonancia magnética (LACAVA et
al., 2001; SADEGHIANI et al., 2005), a microscopia eletronica de transmissao (MET)
¢ uma técnica adequada para a determinacdo do didmetro das particulas de um fluido
magnético. Ao ser usada neste trabalho, a MET mostrou que as nanoparticulas de FM-
PAS possuem didmetro médio de 7,9nm . Tamanhos reduzidos e monodispersao, outra
caracteristica das nanoparticulas investigadas, podem facilitar a rapida distribuicao do
material magnético pelo organismo. Em acordo com essa premissa, as particulas do
FM-PAS apresentaram rapida distribui¢do, pois cerca de 30 minutos apds administragao
ndo foram mais detectadas no sangue, como verificado por estudos de ressonancia
magnética (dados ndo mostrados). Ainda em relagdo ao tamanho das particulas, foi
observado que aquelas com diametro de 9 nm podem se distribuir rapidamente pelos
espacos intracelulares, ao contrario de particulas com tamanhos de 50 a 100 nm, que
permanecem na circulacdo ou nas paredes do sistema vascular por ndo serem difundidas
por esta via (BRIGHTMAN, 1965).

Embora tenha sido evidenciada a importancia de que as particulas magnéticas
tenham tamanho bastante reduzido, Ma e colaboradores (2004) mostraram que
particulas com tamanho inferior a 4 nm perdem suas propriedades magnéticas e,

consequentemente, sua capacidade de responder ao campo magnético alternado,



107

resposta esta essencial para a realizagdo da magnetohipertermia. De acordo com
estas investigacoes, FM-PAS-1 satisfaz os critérios de tamanho ideais para aplicagdes
biomédicas.

A natureza quimica das particulas constituintes de um material magnético ¢
responsavel por diversos comportamentos observados em diferentes amostras, como
FM composto de nanoparticulas de ferrita de manganés (LACAVA, et al., 1999 a, b), de
magnetita (GARCIA, et al., 2002 a, b) e de ferrita de cobalto (KUCKELHAUS, et al.,
2003) e de maghemita (BRUGIN, 2007), todas essas amostras foram recobertas pelo
mesmo material, o 4acido citrico. Cada uma destas amostras causou efeitos biologicos
diferentes. A amostra baseada em nanoparticulas de ferrita de manganés induziu morte
celular, genotoxicidade e reagdes inflamatdrias severas. As nanoparticulas de magnetita
ndo apresentaram alta genotoxicidade e citotoxicidade, apenas um leve processo
inflamatério. A amostra a base de ferrita de cobalto ndo provocou genotoxicidade, mas
apresentou citotoxicidade e processo inflamatorio, embora essas reagdes tenham sido
muito brandas. Por sua vez, as nanoparticulas a base de maghemita apresentaram alta
biocompatibilidade. Estes resultados sugerem que os efeitos biologicos obtidos sao,
provavelmente, devido a composi¢do quimica distinta das nanoparticulas. Em particular,
a magnetita tem sido apontada como possivel constituinte de agentes de contraste para
imagens de ressonancia magnética devido ao fato de aparentemente nao possuir
toxicidade, mesmo na auséncia de recobrimento (MULLER et al., 1996; HILGER et al.,
2003, 2005).

A cobertura das particulas magnéticas é um fator estabilizante para os fluidos,
caracteristica que faz com que as particulas ndo formem agregados e ndo precipitem em
meio liquido. Resultados prévios revelaram que fluidos magnéticos a base de
nanoparticulas de magnetita podem ter efeitos biologicos diversos quando estas

particulas possuem diferentes coberturas. As nanoparticulas de magnetita recobertas
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com dextrana possuem afinidade maior pelo figado e bago (LACAVA et al., 2002).

As particulas de magnetita recobertas com acido dimercaptosuccinico (DMSA) tém uma
grande afinidade pelo pulmao, levando a um processo inflamatorio agudo nesse 6rgao
(CHAVES et al, 2002). Amostras em que as nanoparticulas de magnetita sdo recobertas
com &cido citrico ou acido gluconico mostram preferéncia pelo figado, bago e pulmao,
mas enquanto a amostra com acido citrico ndo causa efeitos bioldgicos toxicos severos
(GARCIA et al, 2002 a, b), a amostra com acido gluconico apresenta alta
genotoxicidade, citotoxicidade e alteracdes morfologicas bastante significativas,
principalmente no pulmao (BARBOSA, 2004). Estes estudos evidenciam que a natureza
quimica do estabilizador também influencia no comportamento diferenciado das
particulas em testes bioldgicos, ressaltando que a cobertura tem um papel importante na
properiedade dos materiais magnéticos. No presente trabalho, investigou-se uma
amostra de fluido magnético também a base de nanoparticulas de magnetita, mas
recobertas com 4acido poliaspartico, o FM-PAS. Utilizado como cobertura de
nanoparticulas de magnetita, o acido poliaspartico conferiu, em varios dos testes
biologicos realizados previamente (SADEGHIANI, 2004) comportamento bioldgico e
graus de biocompatibilidade suficientes para que a amostra FM-PAS-1 fosse
investigada no processo de magnetohipertermia para tratamento do tumor so6lido de
Ehrlich (TSE). O acido aspartico ¢ um aminoacido glicogénico secretado pelas células
neuroenddcrinas e presente na estrutura de enzimas como tripsina, quimotripsina e
elastase, secretadas pelo pancreas. Como catalisador, participa da primeira etapa de
sintese de pirimidinas, além de ser intermediario nos ciclos de acido citrico e uréia
(MITROVIC et al.,1999). Além da participacdo nos ciclos metabdlicos, algumas classes
destas enzimas proteoliticas sdo constituidas pelo acido aspartico, como a pepsina no
estbmago, a renina, que participa na transformacdo do angiotensiogénio em

angiotensina, € a quimosina ou caseinase, que existe no estdmago de bovinos e que por
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muito tempo foi empregada na fabricacdo de queijos (NELSON; COX, 2005). Esses
grupos de enzimas agem como um fator essencial da replicagdo do virus HIV-1 e sao
utilizados pelos fungos para digerir material vegetal em decomposi¢do. Por estas
caracteristicas, o acido poliaspartico tem, por si so, atividade anti-tumoral (MOORE et
al., 1982; NOORDHUIS et al., 1996, KOHNE et al., 1997 ).

A amostra FM-PAS estabilizada em pH fisioldgico, teve, como mostrado, ampla
distribuicdo por todos os orgdos investigados, diferindo de amostra anteriormente
estudada (SADEGHIANI, 2004) que, embora com nanoparticulas de magnetita também
recobertas por acido poliaspartico foram encontradas apenas no figado, pulmoes e baco.
Nesse caso o fluido magnético estava estabilizado em meio alcalino, inico aspecto a
explicar a diferenca na biodistribuicao observada.

A amostra FM-PAS-1 também ndo induziu efeitos colaterais, como dificuldade
respiratoria, letargia, diarréia e perda de apetite. Os animais tratados com amostra FM-
PAS-1 apresentaram-se apaticos, deprimidos e com diminui¢do de apetite apenas nas
primeiras 12 horas apods a injecdo. O fato de ndo terem ocorrido Obitos durante as
aplicagdes ao longo dos tratamentos, at¢ o dia de coleta, impediu a determinag¢do do
indice da DL-50, observagdo similar a realizada por Babincova e colaboradores (2000) e
Lacava (2004 a, b) realizadas com particulas de magnetita associadas a dextrana. Estes
dados representam um outro indicio da biocompatibilidade da amostra.

O conjunto das caracteristicas — tamanho, composicdo quimica e cobertura das
nanoparticulas — além dos fatores inerentes ao proprio processo de sintese, certamente
contribuiram para determinar o padrao de comportamento da amostra como altamente

biocompativel e promissora no tratamento de cancer.

5.2 - Consideracgoes sobre os testes bioldgicos
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Os avangos acelerados da nanobiotecnologia tém demandado conhecimentos
aprofundados sobre o mecanismo de acdo das nanoparticulas, sua interagdo com células
e tecidos, na esfera do que se denomina nanotoxicologia. Além disso, para aprovacao de
novas formulagdes para diagnostico e tratamento de doengas € necessaria a realizacao
de variados testes, a fim de prover informagdes de eficacia e seguranga junto aos 6rgaos
regulatérios. Os testes envolvem 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 pardmetros de seguranca de
novo material, como a tolerancia, dose adequada, farmacocinética e efeitos adversos
(ANVISA, 2008).

Os testes de toxicidade em animais sdao freqlientemente baseados em métodos
que verificam a existéncia e extensdo de alteragdes de componentes do sangue na
presenca de material exdgeno, como a citometria de leucocitos, teste de viabilidade
celular e teste de micronucleo.

A andlise citométrica constitui ferramenta importante no estudo de novos
materiais. A interacdo de nanoestruturas com as células pode induzir alteragdes nas
populagdes leucocitarias caracteristicas de processos inflamatorios (FREITAS et al.,
2002; GARCIA et al., 2002). Se as alteracdes ndo sdo severas nem persistem por longo
tempo, podem ser consideradas como uma resposta normal do hospedeiro na presenca
de corpos exogenos (LACAVA et al., 1999). O processo inflamatdrio 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, eosinodfilos e basofilos), quanto os
mononucleares (linfocitos € monodcitos), desempenham papel essencial e especifico

nesse processo (GILMAN et al., 2001; RANG et al., 2004). Na inflama¢ao aguda, os
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leucocitos migram ao local ou area inflamada dos tecidos danificados (GILROY et
al.,2004).

Neste experimento, os animais controle apresentaram contagem global de
leucocitos sangiiineos em acordo com a literatura, enquanto os animais tratados com
amostra FM-PAS-1, via endovenosa, apresentaram diminui¢do temporaria (12h-1dia)
da populagao total de leucocitos.

Também em acordo com dados da literatura, a populagdo de linfocitos € a mais
abundante no sangue dos camundongos (ROBINSON, ROITT, 1974). Ainda que as
populagdes de outros tipos leucocitarios tenham apresentado alteragdo em algumas das
observagoes realizadas, ¢ a populacao de linfocitos a responsavel pelas alteragdes
significativas na populagdo total de leucocitos.

Os neutrofilos sdo a principal populagdo celular na resposta inflamatoéria aguda.
Eles respondem rapidamente a estimulos quimiotaticos, fagocitam e auxiliam na
eliminagdo de particulas estranhas (FELDMAN et al.,1999). Em consonancia com estes
dados, em nossos experimentos a freqliéncia de neutréfilos aumentou no sangue de
animais tratados com FM-PAS-1 (intervalo entre 12 horas e um dia). Em ambos os
tratamentos a freqliéncia destas células estava normalizada a partir de sete dias apods o
tratamento. Estes dados denotam um ligeiro processo inflamatério, comum na presenga
de agentes estranhos. Confirma essa idéia a auséncia de observagdes relacionadas a
processos inflamatorios constatada na andlise morfologica dos orgdos dos animais
tratados.

Os mecanismos de produgdo e sobrevida de eosindfilos sdo muito semelhantes
aos dos neutrdfilos. Quase todos os tipos de reagdes inflamatorias apresentam, na fase
tardia, um certo grau de eosinofilia que para muitos pesquisadores ¢ uma resposta nao
especifica, mas para outros, uma reacdo alérgica altamente especifica (ANSARI,

WILLIAMS, 1976; GEPPETTI, 1998). De qualquer forma, os granulos presentes nestas
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células contém toxinas com capacidade para destruir patdogenos € um aumento
nessas populagdes pressupde a necessidade de defesa do organismo. No presente
trabalho, a amostra FM-PAS-1 ndo induziu aumento na populagdo de eosinofilos no
intervalo de 12 horas a sete dias apos o tratamento.

Nas investigacdoes de nanoestruturas magnéticas tem sido relatada uma gama
muito variavel de intensidade de reagdes citométricas. De forma geral, entretanto, estas
reagOes representam processos inflamatorios brandos que ocorrem de maneira tempo e
dose-dependentes (BRUGIN, 2007; PORTILHO-CORREA, 2007).

De forma similar, as intera¢des entre células e nanoparticulas podem também ser
avaliadas por citometria das células peritoneais. Entretanto, ao contrario dos resultados
na contagem total de leucdcitos apds administracdo via endovenosa de FM-PAS, a
administracdo intraperitoneal da mesma amostra e em concentragdo igual ndo induz
alteragdes na citometria leucocitaria no sangue. Este fato ¢ importante na compreensao
dos efeitos das nanoparticulas administradas por diferentes vias.

Sabe-se que a célula predominante na cavidade peritoneal de camundongos
Swiss ¢ o macréfago (LEIBOVICH, ROSS, 1975; LACAVA et al., 1999), célula que
secreta interleucinas, importante fator das reacOes inflamatorias responsavel pelos
eventos que alteram as populagdes peritoneais (GARCIA et al., 2002). Por fazerem
parte do sistema mononuclear fagocitario, tém papel importante na resposta primaria
gerada na cavidade abdominal em resposta a agentes estranhos, como € o caso das
nanoparticulas magnéticas (NEUHAUS, WATSON, 2004). Estudos in vivo com
nanoparticulas variadas mostram que os macrofagos fagocitam essas nanoparticulas
(LACAVA et al.,1999b; KUCKELHAUS, 2004; GUEDES, 2005), o que pode acarretar
a formagdo de radicais livres devido a presenga de grandes quantidades de ferro
exdgeno ¢ também devido ao proprio processo de fagocitose. As espécies reativas de

oxigénio podem causar danos as membranas ¢ ao DNA das células (EMERIT,
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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. Evidéncias de processo inflamatério foram evidenciadas,
entre outros, pelo aumento das populagdes de neutréfilos e linfocitos peritoneais apos
administracdo de FM a base de NPM de ferrita de manganés recobertas por citrato
(LACAVA et al., 1999).

Também relevante, o teste de micronucleo tem sido amplamente utilizado como
um marcador para a deteccao de alteracdes citogenéticas produzidas por agentes
clastogénicos, mutagénicos e, mais recentemente, para nanomateriais (PEACE;
SUCCOP, 1999, GUEDES, 2004). Microntcleo (Mn) ¢ o nome dado aos fragmentos de
Cromossomos ou cromossomos inteiros que permanecem na célula quando, no processo
de maturacao do eritrocito, o ntcleo principal ¢ expelido (SCHMID, 1975). Eritrocitos
policromaticos anucleados (PCE) tém normalmente menos que 30 horas de idade e se
coram diferentemente de células mais velhas, conhecidas por eritrocitos
normocromaticos (NCE). Além da vantagem de ser executado rapidamente, o teste de
MN possibilita tirar conclusdes sobre o estagio proliferativo na medula 6ssea e o tempo
especifico de agdo do mutageno no ciclo celular (MAIER, SCHMID, 1976).

Neste experimento, a investigagdo de MN foi realizada em camundongos fémeas
jovens. Segundo Rabello-Gay (1991), o teste de MN deve ser aplicado em animais
jovens de ambos os sexos. Entretanto, Holmstrom (1988) relatou inducdo similar de Mn
em ambos os sexos para a maioria de mutdgenos. Além disso, em estudos de
monitoramento de populacdo humana exposta a mutdgenos, normalmente ndo sao
encontradas diferencgas sexuais quanto a freqiiéncia de alteragdes genéticas (BONASSI
et al.,1994; CRUZ et al.,1994). Estas referéncias justificam o uso exclusivo de animais

fémeas em nosso trabalho.
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Nos controles e apoOs tratamentos que nado afetam o estagio proliferativo das
células da medula 6ssea, a relagdo esperada entre PCE e NCE ¢ de aproximadamente
1:1 (SCHMID, 1975; RABELLO-GAY, 1991) e qualquer desvio desta propor¢ao pode
significar efeito citotoxico do tratamento (SAHU ef al.,1981).

O FM-PAS-1 induziu nos animais tratados a citotoxicidade e nao
genotoxicidade, pois as freqiiéncias de MN obtidas estdo muito proximas aos valores
considerados normais (até trés MN em 1000 eritrocitos). A alta concentragdo de
particulas magnéticas administradas no sangue, entretanto, induziu uma ligera
citotoxicidade ndo duradoura constatada pela percentagem de PCE apos a inje¢do da
amostra FM-PAS-1.

E interessante observar que, enquanto a citometria diferencial das células
sanguineas ndo se altera de modo diferente com vias de administragcdo diferentes, a
frequencia de MN se comporta de forma diferente: diminui quando o FM ¢
administrado endovenosamente e aumenta significativamente, se administrado por via
intraperitoneal.

O teste de viabilidade celular, realizado in vivo ou in vitro, constitui uma outra
ferramenta amplamente utilizada para averiguar as interagdes entre diferentes
compostos quimicos com cé€lulas e tecidos, permitindo, portanto, avaliar sua toxicidade.
A viabilidade celular pode ser testada por diferentes ensaios, entre os quais o teste de
exclusdao de Nigrosina. GUEDES et al. (2004) usaram esse teste apds administragdao
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, DMSA ou 4acido citrico
(Kuckelhaus et al., 2003).

Estes testes, juntamente com testes histologicos, formam um conjunto que avalia

com sucesso materiais nanoestruturados. Entre as varias metodologias utilizadas para
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investigar as interagdes nanoparticulas e tecidos e seus efeitos da administracdo de
agentes estranhos, a morfologia costuma ser a mais utilizada. Muitos dados diferentes
podem ser obtidos pela analise morfologica, como a integridade de células e tecidos, a
fagocitose, processo inflamatério detectado pela infiltracdo de células sanguineas,
fibrose e aspectos da biodistribui¢do. A analise histopatologica dos orgaos de
camundongos tratados com nanoparticulas magnéticas ¢ usualmente realizada no figado,
baco e pulmodes e neste trabalho foram investigados o figado, bago, pulmdes, pancreas,
coragao ¢ rins.

As analises histopatoldgicas realizadas mostraram que as NPM de magnetita
recobertas com &cido poliaspartico se dirigem para o figado, baco, pulmdes, rins,
pancreas e coracdo, embora com concentragdo diferente em cada orgdo. A maior
afinidade das nanoparticulas foi observada no figado e bago primeiramente e em
seguida nos pulmdes, pancreas, rins e coracao. Assim como o FM-PAS-1,
nanoparticulas de magnetita recobertas com &cido citrico também apresentam maior
afinidade pelo figado, baco e pulmao (GARCIA, 2002 a, b), enquanto as recobertas por
DMSA apresentam maior afinidade pelo pulmao (CHAVES et al., 2002; GARCIA et
al., 2004) e, subseqiientemente, pelo figado, mas, diferentemente daquelas amostras,
nao foram detectadas no bago. Por outro lado, nanoparticulas de magnetita recobertas
com dextrana se dirigem essencialmente para o figado e o bago, mas sdo também
detectadas na medula 6ssea (LACAVA et al., 2002). Estas diferencas na biodistribuicao
das NPM sdo interessantes, pois oferecem a possibilidade de tratamentos sitio-
especificos.

E relevante observar que embora agregados de NPM das amostras FM-PAS-1
sejam encontrados em oOrgdos analisados até¢ sete dias apds o tratamento, nenhuma
alteracdo morfologica foi encontrada nos mesmos. A longa permanéncia de agregados

de NPM no figado ¢ bago sem efeitos morfologicos (SADEGHIANI, 2004), inclusive
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ao microscopio eletronico, foi também observada por LACAVA (2004) em estudos
de NPM de magnetita recobertas por dextrana realizada até seis meses apds o
tratamento.

Este conjunto de testes biologicos que fornece informagdes sobre o grau de
biocompatibilidade/toxicidade de amostras magnéticas e também parametros
farmacocinéticos e farmacodinamicos reconhecidos como instrumentos altamente
promissores no processo de racionalizar e acelerar o desenvolvimento de drogas (LIN,
LU, 1997, MEIBOHM, DERENDORF, 2002) tem sido realizado rotineiramente por
pesquisadores do Centro de Nanociéncia e Nanobiotecnologia (CNANO) do Instituto de
Ciéncias Biologicas — UnB, para avaliar a biocompatibilidade de diversas amostras de
FM e de magnetolipossomas e seus efeitos em curto, médio e longo prazos: (1) NPM a
base de ferrita de manganés recobertas com acido citrico ou tartarato (LACAVA et al,
1999 a, b); (2) NPM a base de ferrita de cobalto recobertas com &cido citrico ou
encapsuladas em lipossomas associados a polietilenoglicol (Kiickelhaus, 2003;
BARBOSA, 2008); (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 gluconico (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).

Baseados nestes testes biologicos foi concluido que algumas destas formulagoes,
inclusive a deste trabalho, apresentam resultados promissores para futuras aplicagdes

biomédicas (CHAVES et al., 2002; GARCIA et al., 2002; KUCKELHAUS, 2003;
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GUEDES et al., 2005; BRUGIN, 2007; PORTILHO-CORREA, 2007; BARBOSA,

2008; COELHO, 2008; ESTEVANATO, 2008; PEIXOTO, 2008), enquanto outras
amostras demonstraram alta toxicidade e mutagenicidade, dose e tempo dependentes
(LACAVA et al., 1999a; FREITAS et al., 2002; CHAVES et al., 2002; BARBOSA,

2004).

5.3 - Consideracoes sobre o Tumor

O tumor de Ehrlich (TAE) foi introduzido por Paul Ehrlich (1986) e descrito em
1906 como um adenocarcinoma espontaneo de glandula mamadria de camundongos
fémeas. No inicio, o tumor foi desenvolvido experimentalmente sob a forma soélida,
sendo transplantado por via subcutanea ou intramuscular em animais da mesma espécie
(MATSUZAKI et al., 2004). LOEWENTHAL e JAHN (1932) introduziram a forma
ascitica, aquela desenvolvida no peritonio de animais inoculados com as células
tumorais (DAGLI, 1989). O TAE tem sido extensamente utilizado em estudos
oncologicos devido a sua grande facilidade de manipulacio experimental
(MATSUZAKI et al., 2003; SAAD-HOSSNE et al., 2004; FREITAS et al., 2006;
NASCIMENTO et al, 2006). Pode ser induzido, de modo experimental,
transplantando-se cé€lulas tumorais de um camundongo em estagio avangado da doenca
para outro saudavel. Fazendo uso de uma seringa, parte da ascite obtida € inoculada na
cavidade peritoneal de um animal sadio, para o desenvolvimento da forma ascitica, ou
no coxim plantar ou via subcutanea, para indu¢do da forma solida. Esse procedimento ¢
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). Em nossos

experimentos foram realizadas varias tentativas de implante do TSE nas mais variadas
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partes do camundongo e foi concluido que o local mais adequado para posterior
tratamento com campo magnético seria a regiao lombar traseira.

Trabalhos realizados com tumores, em particular com o tumor ascitico de
Ehrlich, permitem que se conheg¢a o seu comportamento e evolugdo frente a novas
alternativas terapéuticas. Em conformidade, vérios testes biologicos foram realizados
neste trabalho com o objetivo de avaliar a inibicdo ou mesmo a regressao do
crescimento tumoral quando os animais que o portam sdo submetidos a amostra FM-
PAS e a exposi¢do ao campo magnético. A técnica histoquimica de impregnacao pela
prata (AgNORSs) marca as regides organizadoras de nucléolo e ¢ considerada um bom
marcador de proliferacdo celular e conseqlientemente, ¢ util na avaliagdo da
malignidade (TRERE, 2000; FILIPPIN et al., 2006).

Para se determinar o grau de proliferacdo celular varias técnicas tém sido
utilizadas como a dos marcadores MIB-1, PCNA, Ki-67 e a incorporagao de
bromodeoxiuridina (BrdU) (BANKFALVI er al, 1999; DERENZINI, 2000).
Atualmente, varios trabalhos descrevem o emprego da técnica de AgNOR e sua
aplicacdo em morfometria quantitativa, como método auxiliar na distingao entre células
benignas e malignas, em diversos tecidos (MAKINEN et al., 1993; KRUGER et al.,
2000). A quantificagdo das AgNORs ¢ 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), j4 que elas representam os
marcadores da atividade dos genes ribossdmicos e, portanto, da atividade nucleolar
(ROUSSEL, HERNANDEZ-VERDUM, 1994). A transcrigdo dos genes para RNA
ribossdmico envolve, além da RNA polimerase I, proteinas que formam particulas pré-
ribossdmicas, dando origem ao nucléolo (PLOTON, 1994). Essas proteinas associadas
as regides organizadoras do nucléolo tém grande afinidade pela prata (UNDERWOOD,

GIRI, 1988), sendo chamadas AgNOR (TRERE, 1993).
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Na coloracdo AgNOR, as células apresentam coloragdo amarelada com
nucleos em castanho, enquanto as regidoes organizadoras de nucléolos aparecem como
estruturas intranucleares pequenas e irregulares de cor marrom-café a preta. Em células
normais os pontos NOR sdo ligeiramente centrais, arredondados, em quantidade de até
quatro e menores que o nucléolo. Entretanto, em células onde se observam alteragdes
morfoldgicas de pré-malignidade e malignidade, os pontos variam na localizacdo no
interior do nucleo e em numero, refletindo a gravidade da lesao (FILIPPIN et al., 2006).
Sabe-se que quanto maior o nimero de AgNORs, maior a atividade proliferativa das
células (DERENZINI, TRERE, 1994; DERENZINI, 2000; PICH et al., 2000).

O aumento da sintese protéica constitui uma das alteragdes que ocorrem no
processo de transformacao neoplasico. Nas Regides Organizadoras do Nucléolo (NOR)
encontram-se os loci dos genes para RNA ribossomico (RNAr). As NORs apenas
apresentam afinidade pela prata quando transcricionalmente ativas, sendo entdo
denominadas AgNOR (RODRIGUES et al., 1997). A técnica de AgNOR ¢ um método
histoquimico que evidencia as Regides organizadoras de nucléolo (NOR), sendo
considerado um bom marcador de proliferagdo celular e conseqlientemente pode ser
usado para avaliar malignidade.

A técnica de AgNOR marca as regioes organizadoras de nucléolo (NOR) e foi
descrita por Heintz (1931) e por McClintock (1934) e posteriormente modificada por
Derenzini (2000). As NOR podem ser facilmente identificadas em microscopio de luz
mediante a impregnacdo por prata coloidal (AgNOR). Sdo produzidas por proteinas
nucleolares facilmente identificaveis pela impregnagdo por prata e visualizados em
regides secundarias dos cromossomos (EGAN, 1988; CROKER e EGAN, 1988;
SOOMRO et al., 1991).

Embora ndo tenha sido realizada uma andlise morfométrica apds o teste

AgNOR, foi possivel constatar reducao significativa da atividade proliferativa no tumor,



120
evidenciada pela diminui¢do de pontos AgNOR, 30 dias apds o tratamento
intratumoral com a amostra FM-PAS. A redugdo foi ainda mais expressiva 30 dias apos
tratamento com o FM e exposi¢do por trés dias subseqiientes ao campo AC.

Outros parametros também foram avaliados, tais como o peso corpéreo,
viabilidade celular. Todos esses parametros foram eficientes em fornecer dados que
ajudam na analise da eficiéncia dos procedimentos de MHT no tratamento do TSE.

O fato do tratamento com FM ter levado por si s6 a reducdo da atividade
proliferativa do tumor, enquanto tinha aparente biocompatibilidade com células normais
poderia ser explicado por uma série de fatores, como: o acido poliaspartico inibir a
sintese de pirimidinas e purinas, o fato do ferro ser muito toxico para células
mesenquimais (H. Friedman, informagdo pessoal). Além destes, a citotoxicidade pode
ter sido induzida pela presen¢a 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
perdxido de hidrogénio em 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 efeitos antitumorais do campo magnético ficam bastante evidenciados 30
dias apods tratamento com o FM e exposi¢do por 3 dias subsequentes ao campo AC,
tanto na redugdo dos pontos AgNOR, como nas andlises histopatoldgicas realizadas.
Nestas ¢ visivel grandes areas necrosadas no interior do tumor e também 4areas
caracterizadas por fibrose, nos tecidos imediatamente subjacentes ao compo magnético
AC. Esta fibrose do tecido tumoral s6 ¢ observada nos tumores expostos ao campo AC,
tenha ou ndo tratamento com FM-PAS. Por sua vez, as areas necrosadas podem refletir
processos comuns em tumores de grande tamanho, como também a presenga de alta

concentragdo de 4cido poliaspartico e de grande quantidade de neutrdfilos,



121

caracteristicas que aumentam a acidez do meio e fazem com que o tecido tumoral
seja liquefeito.

A resposta inflamatoria caracteriza-se por aumento do calibre e da
permeabilidade dos vasos da microcirculacdo, alteragcdes que permitem a saida de
macromoléculas, liquido e células da luz dos vasos para o intersticio. Toda reacao
inflamatoéria € caracterizada por influxo de leucocitos, edema e mudanca no calibre e na
permeabilidade da microcirculagao. Muitas destas modificacdes refletem a liberacdo de
mediadores quimicos. Os neutréfilos representam papel importante na patogénese € na
manuten¢do do processo inflamatorio. Os resultados apresentados nesta pesquisa
mostraram reducdo na populagdo de linfécitos e aumento na populacdo de neutrédfilos
em todos os tratamentos testados (FM-PAS, submetidos subseqiientemente ao campo

ACQC), realgando o papel dos tratamentos efetuados.

5.4 - Consideracdes sobre a Magnetohipertemia

A magnetohipertermia (MHT) ¢ um processo de aquecimento sitio-especifico
gerado magneticamente que promove morte celular (HALBREICH et al., 2002),
inclusive de células neopléasicas. O método ¢ bastante vantajoso quando se faz uso de
nanoparticulas magnéticas (NPM) biocompativeis. Assim que as nanoparticulas sdo
capturadas pelas células cancerigenas, sdo submetidas a um campo magnético de
corrente alternada de alta freqiiéncia (AC) que possibilita a elevagdo da temperatura
local em até 8° C (BACRI et al., 1997). A injecdo da amostra magnética no local
desejado ou sua atragdo por gradiente de campo magnético (o que foi investigado pelo
uso do Equip II) ou ainda a associagdo de anticorpos monoclonais as NPM torna viavel
a restricdo do aquecimento ao tecido tumoral, minimizando danos aos tecidos normais.

Sendo assim, a magnetohipertermia constitui uma técnica promissora para tratamento de
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canceres diversos (DA SILVA et al., 1997). A combinagdo da MHT com outras
terapias para tratamento de neoplasias, como a terapia fotodindamica (BARBOSA, 2008)
tem sido de grande interesse, pois pode potencializar o efeito terapéutico, possibilitando
resultados satisfatorios.

Em relacdo a sua atividade antitumoral foi constatado que, nas condigdes
experimentais deste trabalho, nenhum dos tratamentos causou remissao total do tumor.
Entretanto, pode ser observada significativa atividade antiproliferativa, conforme ja
relatado anteriormente.

Considerando que o acido poliaspartico utilizado na cobertura das particulas, por
si sO, tem atividade comprovadamente anticancerigena e ainda que, mesmo tendo
formado aglomerados de NPM nos 6rgdos até sete dias apds o tratamento, nao houve
danos teciduais, a amostra FM-PAS pode ser indicada para carreadores de drogas
diretamente até os 6rgaos alvo (figado, bago e pulmao, principalmente) ou ser usada no
tratamento especifico destes 6rgaos. Caso anticorpos monoclonais sejam associados as
NPM, estas estruturas poderdo ser dirigidas para outras regides do corpo € serem
empregadas na magnetohipertermia.

Na avaliag¢do do potencial toxico da amostra FM-PAS-1 na presenca ou auséncia
do CMA realizada na cavidade peritoneal foi possivel constatar um moderado grau de
toxicidade revelado pela alta taxa de morte celular. Enquanto nos controles as células
mortas representavam 15% do total de células peritoneais, nos tratados este valor ficou
em torno de 30% em dois momentos apenas: cinco minutos € sete dias apos o
tratamento. Embora aumentadas também 30 minutos, um e dois dias apos a injecao,
nestes momentos a quantidade de células vivas estava aumentada muitas vezes, fazendo
com que a propor¢do de células mortas no peritonio ficasse ainda menor do que o
observado no controle. As particulas magnéticas recobertas com acido poliaspartico sdo

reconhecidas pelo sistema fagocitario mononuclear e por meio de uma série de sinais
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induzidos apo6s a ligacdo a receptores especificos na membrana celular, cuja
afinidade pelo acido poliaspartico esta aumentada pela presenca de ferro, favorecem a
migracao das cé€lulas do sangue periférico para a cavidade peritoneal. Por ser
hidrofilico, o acido poliaspartico absorve grande quantidade de agua, conseguindo
passar certo tempo nao percebido pelo sistema fagocitario mononuclear, o que pode
explicar a migracdo tardia (principalmente a partir de 24 horas do tratamento) de
leucdcitos para o peritonio. Isto poderia também explicar ndo ter havido indugdo de
aderéncia dos 6rgaos na cavidade apds administragdo do FM via intraperitoneal, como
verificado pelo teste de viabilidade.

A analise histopatologica mostrou que os efeitos do CMA foram mais
observados na regido subjacente a aplicacdo do campo magnético, evidenciando que o

campo

Outras consideracoes

Nos tltimos anos grandes investimentos tém sido feitos para obtencdo de
novas alternativas para tratamento do cancer, entre as quais se encontra a
magnetohipertermia. Os testes pré-clinicos para realizacdo deste procedimento
demandam (1) animais portando tumor sélido, (2) amostra de FM biocompativel que
seja responsiva a um campo magnético e (3) equipamento gerador de campo AC. Os
experimentos realizados neste trabalho tinham o objetivo principal de tratar tumor
solido de Ehrlich por magnetohipertermia. Os trés itens citados acima foram usados
apds administracdo intratumoral de FM-PAS e mostram perspectivas favoraveis ao
tratamento do tumor por esse procedimento. Na tentativa de atrair ao tumor
nanoparticulas administradas por via endovenosa foi construido um equipamento

gerador de campo DC que, entretanto, ndo foi eficaz nesta atividade, pois ndo foi
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constatada a presenca das nanoparticulas no tumor. Este fato pode ter acontecido

pela falta de condigdes ideais do equipamento II que impediram essa atra¢ao. Por outro
lado, pode também ter ocorrido em decorréncia de que as nanoparticulas da amostra
FM-PAS deixam rapidamente a corrente sanguinea, como determinado por ressonancia
magnética e assim nao passam pelo local do tumor para que ali fossem retidas. Outros
experimentos devem ser feitos no sentido de viabilizar a magnetohipertermia apos

administracao endovenosa da amostra magnética.
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6 — CONCLUSAO
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Os resultados deste trabalho que teve como objetivo investigar o tratamento
de tumor solido de Ehrlich por magnetohipertermia promovida pela amostra FM-PAS e
CMA permitem concluir que, nas condi¢des experimentais utilizadas:

(6) As nanoparticulas magnéticas da amostra FM-PAS-1 possuem didmetro
médio de 7,9nm e sdo monodispersas, parametros importantes para
aplicagdes biomédicas;

(7) A amostra FM-PAS-1 (fluido magnético a base de nanoparticulas de
magnetita recobertas por acido poliaspartico) induziu, tanto apos
administracao endovenosa, como intraperitoneal, apenas alteracdes ligeiras e
temporarias na citometria das células sanguineas ou peritoneais ou na
genotoxicidade das células da medula dOssea, além de ndo ter provocado
alteracdes histopatologicas nos varios 6rgaos estudados, caracteristicas que
permitem classifica-la como amostra biocompativel;

(8) As nanoparticulas da amostra FM-PAS-1 apresentam ampla biodistribuigdo
pelos orgaos estudados, o que provavelmente esta relacionado com sua
cobertura de acido poliaspartico;

(9) A exposigdo ao CMA gerado pelo Equip.d de animais tratados, via
intraperitoneal, com a amostra FM-PAS-1, protegeu as células sangiiineas de
alteracdes citométricas, € ndo ocasionou quaisquer alteragdes citométricas
nas células peritoneais, sugerindo papel do campo na atragao das particulas e
conseqiientemente menor disponibilidade das mesmas;

(10) O Tumor Soélido de Ehrlich (TSE) implantado no Laboratorio de
Genética apresenta alta capacidade proliferativa, comportamento agressivo,
razdes que podem justificar a ndo remissdo do tumor nos experimentos de

magnetohipertermia realizados;
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(11)  Os tratamentos do TSE com FM-PAS-2 ¢ com FM-PAS-2 associado
a exposi¢ao tripla ao CMA induziram diminui¢do do volume tumoral e
interferiram na atividade proliferativa do tumor, como mostrado pela
diminui¢do dos pontos NOR;

(12)As nanoparticulas magnéticas administradas por via endovenosa nao foram
atraidas para o tumor sélido pelo eletroima (Equip.Il) gerador de campo
magnético de freqiiéncia continua (DC), mostrando que o mesmo nao tem as
especificagdes necessarias para a acdo ou que as nanoparticulas ficaram
muito pouco tempo na circulacdo sanguinea ndo viabilizando a atracdo
magnética.

(13)O conjunto de experimentos realizados demonstra que a amsotra FM-PAS ¢
biocompativel e tem alto potencial para ser empregada em testes de

magnetohipertermia, desde que seja injetada intratumoralmente.
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Um outro aparelho com o mesmo fim, mas usando estratégia diferente
(Equip III) (Fig. 54), foi desenvolvido com a colaboragdao de Leandro Figueiredo (IF,
UnB), com corrente, poténcia e freqiiéncia regulaveis. O equipamento possui fonte
CMC (campo magnético continua), corrente de 0-2 A, voltagem de 0-20 Volts, gerador
de sinal: freqiiéncia de 0-700 kHz, amplificador de sinal de 220 Watts e conjunto de
bobinas de Helmholtz, gerando campo magnético AC de 0-150 Oe. O gerador emite um
sinal na freqiiéncia pré-definida. Este sinal ganha poténcia no amplificador e depois ¢
enviado ao conjunto de bobinas, produzindo o campo magnético oscilante (alternado) na

freqliéncia escolhida. O Equip III est4 sendo testado e ajustado para analises bioldgicas.

Termobmetro

C

o

njunto de bobinas
. 1 Amostra

Ve
Il

Gerador de
Fonte CMC O Amplificador [ sinal

Gaussimetro

Figura 54: Equip III, bipolar, gerador de campo magnético alternado com corrente, poténcia e
freqiiéncia regulaveis.

Estas caracteristicas, corrente, poténcia e freqliéncia regulaveis, possibilitam
ajustar o aparelho nas condi¢des diferentes para amostras diferentes com tempo de
magnetizacdo ou susceptibilidade magnética diferentes que, por sua vez, dependem do
tipo de cobertura e composi¢do quimica das nanoparticulas magnéticas, entre outros. A
bipolaridade induz um campo magnético homogéneo com uma 4rea de atuacdo de 1-1,5
mm’ e melhor penetragio na massa tumoral, evitando a aglomeragio das nanoparticulas
no local da ponteira, como mostraram os resultados obtidos pelo uso do equipamento I.
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9 - ANEXOS



Anexo 01

30 min

12h

1,2e7d

Esquema 1 — Representa os procedimentos empregados na etapa 1.
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Anexo 02
1MHz
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Esquema 2 — Representa os procedimentos empregados na etapa 2.
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Anexo 03
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Esquema 3 — Representa os procedimentos empregados na etapa 3.






