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RESUMO



Materiais nanométricos sdo aqueles cujo tamanho variam de 1 a 100 nm. Dentre
eles, os fluidos magnéticos (FM) sdo suspensdes coloidais estaveis compostas de
nanoparticulas magnéticas dispersas em liquidos apropriados. FM tém sido alvo de
interesse pelas mais variadas areas, como as biomédicas. Fluido magnético a base
de nanoparticulas de maghemita, com diametro médio de 10nm e recobertas com
citrato (MagheCi), foi sintetizado visando utilizacdo biomédica. A fim de avaliar sua
biocompatibilidade/toxicidade em sistemas biolégicos, a amostra MagheCi foi
administrada endovenosa/peritonealmente em camundongos fémeas Swiss nao-
isogénicos. Apos 6, 12, 24 e 48 horas e 7 dias da administragdo de MagheCi, testes
de viabilidade celular, contagem de leucécitos e analise histolégica do figado,
pulmao, bago e rins foram realizados. Além destes, testes de micronucleo (MN) nos
eritrécitos da medula 6ssea foram feitos 24 e 48 horas e 7 dias apds a
administracdo. O teste de viabilidade das células peritoneais ndo apresentou
qualquer alteragao significativa. A contagem de leucdcitos do sangue realizada para
verificar o potencial pro-inflamatério de MagheCi constatou diminuigdo significativa
de leucdcitos totais devida a diminuicdo de linfocitos apenas no tempo de 6 horas.
Também foi observada diminuicdo de mondcitos (6 horas e 7 dias). O teste de
micronucleo mostrou, apesar do aumento no numero de MN nos eritrocitos
normocromaticos (48 horas), total auséncia tanto de genotoxicidade nos eritrécitos
policromaticos (EPC), quanto de citotoxicidade, esta demonstrada pela nao alteragao
significativa da porcentagem de EPC. A analise histolégica mostrou a presenca de
aglomerados de nanoparticulas magnéticas no figado, pulmao, rins e bago em
quase todos os tempos de tratamento e presenca de infiltrado inflamatério brando
em alguns animais, observagao nao constatada no bago. Os resultados mostraram
que a administracdo de MagheCi induz apenas altera¢gdes brandas e temporarias
nos camundongos, sugerindo que pode ser considerada biocompativel com
potencial para aplicagbes biomédicas, como magnetohipertermia e sistemas de
entrega de drogas.

Palavras-chave: biocompatibilidade, leucdcitos, citrato, fluido magnético, maghemita,
micronucleo, histologia, nanoparticula magnética, viabilidade celular.



ABSTRACT



Nanostructured materials are defined as materials that present dimensions in the 1 to
100 nm scale. Belonging to this class of materials, magnetic fluids (MF’s) are stable
colloidal suspensions composed of magnetic nanoparticles dispersed in appropriated
liquids. MF’s have been the focus of interest of several different areas, such as the
biomedical area. A MF sample based on citrate-coated maghemite nanoparticles with
average diameter of 10nm (MagheCi) was synthesized with biomedical purposes. To
evaluate the biocompatibility/ toxicity in biological systems, the MagheCi sample was
endovenous/intraperitoneally administrated to non-isogenic, female Swiss mice.
Six,12, 24, and 48 hours, and 7 days after MagheCi administration, cell viability tests,
leukocytes countig, and histology of the liver, lungs, spleen, and kidneys were
performed. Further, micronucleus (MN) tests were performed in bone marrow
erythrocytes 24 and 48 hours, and 7 days after MagheCi administration. The viability
test did not show any significant alteration. Leukocytes counting may reveal the pro-
inflammatory potential, showed decrease of the total leukocyte population due to a
decrease of lymphocyte population exclusively in the analysis made 6 hours after
MagheCi administration. A decrease on the monocyte population was also observed
(6 hours and 7 days). MN tests revealed increase in MN frequency on
normochromatic erythrocytes (48 hours) but total absence of genotoxicity in
polychromatic erythrocytes (PCE). Further, no significant changes were showed in
the PCE percentage evidencing no cytotoxicity in bone marrow cells. Histological
analysis showed the presence of magnetic nanoparticles in the liver, lungs, kidneys
and spleen tissues during all the experimental time. A slight inflammatory infiltration
was also observed in the organs of some animals, but not in the spleen. Data show
that the MagheCi sample induced only slight and temporary alterations in mice
tissues and organs, suggesting its biocompatibility and potential to be used in
biomedical applications, such as magnetohyperthermia and drug delivery systems.

Key words: biocompatibility, leukocyte, citrate, magnetic fluid, maghemite,
micronucleus, histology, magnetic nanoparticle, cell viability.



1. INTRODUCAO



A nanociéncia € uma area crescente que compreende o estudo de diversos
materiais (polimeros, ceramicas, metais, semicondutores, compdsitos e biomateriais)
estruturados em escala nanométrica (Medeiros; Paterno e Mattoso, 2006) os quais
tém, usualmente, entre 1nm (que equivale a um bilionésimo de um metro) até 100
nm.

A nanotecnologia tem como marco inicial a palestra proferida, em 1952, por
Richard Feynman no Instituto de Tecnologia da California. Nesta palestra, Feynman
propds que, em futuro proximo, seria possivel manipular o processo de construcao
de moléculas, atomo por atomo (Medeiros; Paterno e Mattoso, 2006). Atualmente,
esta manipulacédo ja é viavel e possibilita o desenvolvimento de varios materiais
nanoestruturados, com aplicagdes nas mais diferentes areas.

Os materiais na escala nanométrica apresentam propriedades e fendbmenos
fisicos, quimicos e/ou bioldgicos significantemente novos. Uma caracteristica, por
exemplo, é a de apresentar uma relacao superficie-volume alta (Thurman, 2006), o
que torna esses materiais interessantes para aplicagbes na Fisica, Quimica e
Biologia. No caso da Biologia, esta caracteristica possibilita a ligagdo de grande
numero de moléculas, tais como anticorpos, proteinas, ligantes-alvo o que, por sua
vez, favorece o direcionamento especifico (Gupta e Gupta, 2005).

As nanoparticulas sao classificadas em metalicas, semicondutoras e
poliméricas, de acordo com o material utilizado na sua sintese. As metdlicas, por
exemplo, podem ser produzidas a partir de diferentes materiais como ferro, niquel,
cobalto e ouro. Dentre estas, sao particularmente interessantes as nanoparticulas
magnéticas (NPM) que tém como vantagem sua capacidade de magnetizagcéo e
atracédo por magnetos (Liu, 2006).

A capacidade de magnetizacdo das nanoparticulas tem proporcionado a
utiizacao destes materiais em diferentes aplicagcbes. Dentre as aplicagdes
biomédicas apresentam grande interesse a separagao, purificacdo e concentragao
de biomoléculas, sistemas entregadores de drogas a sitios especificos, diagnostico
por imagem de ressonancia magnética e hipertermia para tratamento de cancer.

Para utilizacdo na separacgao, purificagdo e concentracdo de biomoléculas,
moléculas como anticorpos e oligonucleotideos podem ser imobilizadas na superficie
das nanoparticulas magnéticas (Liu, 2006). Em particular, na separagéo

imunomagnética, as células alvo sao reconhecidas pelo anticorpo associado as NPM



e assim, marcadas magneticamente, podem ser separadas por meio de colunas
magnéticas com a utilizacdo de um magneto externo o qual promove sua retengao.
Posteriormente, com a retirada do magneto externo, as células separadas sao
coletadas. Através desta técnica, células tumorais circulantes podem ser detectadas
e isoladas de pacientes portadores de cancer de prostata (Chen et al., 2005), células
CD34" podem ser separadas de células primordiais hematopoiéticas umbilicais para
serem utilizadas em terapias de transplante celular (Chen et al., 2006), por exemplo.

A marcagao magnética também pode facilitar a separagao de células tumorais
das células nédo neoplasicas o que decorre do fato de que linhagens tumorais séo
capazes de incorporar e acumular maior quantidade de nanoparticulas magnéticas.
Isto foi mostrado por Clement e colaboradores (2006) que incubaram diferentes
linhagens celulares de carcinoma mamario e leucemia mieldide croénica com
nanoparticulas recobertas com carboximetildextrana marcadas com corante
fluorescente e constataram que 60% das células eram retidas na fragao positiva, o
que indica interag&o das células tumorais com as nanoparticulas. Algumas linhagens
celulares (MCF-7 e K-562), entretanto, interagem mais fortemente do que outras
linhagens.

Outra aplicacdo interessante das nanoparticulas magnéticas € no
direcionamento e entrega de drogas em sitios especificos para tratamento de
diversas doencas, entre elas o cancer. Desta forma, um quimioterapico pode ser
atraido para o sitio tumoral quando as NPM sdo expostas a campo magnético
externo, aumentando sua efetividade e diminuindo os efeitos colaterais aos tecidos
normais (Alexiou et al.,, 2005). Entre outras vantagens da utilizagdo das
nanoparticulas no direcionamento de drogas podemos citar o seu tamanho, o qual
proporciona passagem por barreiras biologicas, além de possibilitar o
encapsulamento de agentes terapéuticos (Fahmy et al., 2005). Sengupta e
colaboradores (2005) mostraram que agentes quimioterapicos e antiangiogénicos
guando conjugados a envelopes lipidicos contendo nanoparticulas (nanocélulas) séo
capazes de inibir o crescimento e promover a perda da vasculatura de melanoma e
carcinoma pulmonar de Lewis.

A utilizagdo de nanoparticulas como agente de contraste para imagem por
ressonancia magnética € outra possibilidade de aplicagdo desses compostos.

Trabalhos tém mostrado que nanoparticulas de Oxido de ferro magnéticas



apresentam tropia para os nodulos linfaticos. A linfotropia ocorre devido ao
extravasamento das nanoparticulas do espaco vascular para o intersticial. Dentro do
linfonodo, estas sdo fagocitadas por macréfagos resultando na detecgdo pela
ressonancia magnética (Rockall et al., 2005; Harisinghani et al., 2005). Por meio
desta técnica, metastase em ndédulo linfatico pode ser detectada em varios tipos de
tumores, como no cancer gastrico (Tatsumi et al., 2006) e cancer de testiculo em
estagio precoce (Harisinghani, 2005). Nestes tém sido mostrado alta especificidade
e sensibilidade quando comparados ao critério convencional (tamanho do nddulo
linfatico). Por meio desta técnica, Rockall e colaboradores (2005) mostraram
aumento da sensibilidade de 29%, no critério de tamanho, para 93%, com a
utilizagcado de nanoparticulas para detecgao de nodulo linfatico maligno em pacientes
com cancer de cérvix e de endométrio.

Além das aplicagdes ja citadas, a hipertermia € de grande interesse no
tratamento do cancer. E uma forma de terapia ndo ionizante que consiste na
elevagdo da temperatura a niveis suprafisiologicos, atingindo entre 40 °C e 45 °C
(Dewhirst et al., 2003; Jones et al., 2005). No caso dos tecidos tumorais, a perfusao
sanguinea € menor, quando comparada aos tecidos normais, caracteristica esta que
promove maior aquecimento dos tumores (Dewhirst et al, 2003). Alem disso, os
tecidos tumorais sdo normalmente acidos e possuem baixo aporte de nutrientes, fato
este que proporciona o aumento na sensibilidade termal dessas células (Song, 1984;
Dewhirst et al, 2003).

Trabalhos recentes tém mostrado que a hipertermia pode inativar células,
provocar mudangas na organizagdo do citoesqueleto celular, causar regressao
tumoral e danos teciduais, influenciar a atividade de cinases e ciclinas do ciclo
celular levando a apoptose, potencializar os efeitos da radioterapia e aumentar a
acao de muitas drogas antineoplasicas (Dahl et al., 1999; Jordan et al., 1999;
Hildebrandt, 2002). As células cancerigenas também podem ser reconhecidas pelo
sistema imunitario (células matadoras naturais) devido as alteragbes nos receptores
celulares (Jordan et al., 1999).

Ensaios clinicos tém evidenciado que a hipertermia atua principalmente como
adjuvante na radiag&o ionizante (Jones et al., 2005; Wust et al., 2002; Hildebrandt,
2002) e quimioterapia (Wust et al., 2002; Hildebrandt, 2002). No caso da radiagao, o

aquecimento moderado (< 42 °C) aumenta a perfusao tumoral e, consequentemente,



a oxigenacado do tecido, tornando a radiagdo ionizante mais eficiente devido a
formagao dos radicais de oxigénio que atacam o ADN das células tumorais (Jones et
al., 2005; Wust et al., 2002; Hildebrandt, 2002). Por outro lado, a hipertermia também
atua na fase S do ciclo celular, potencializando a agao da radiagao ionizante (Jones
et al., 2005; Dewhirst et al., 2003)

Varias interagbes tém sido encontradas com quimioterapicos, por exemplo,
agentes alquilantes, doxorrubicina, fluororacil, taxanos, entre outros. Neste caso, a
hipertermia aumenta a perfusédo tecidual, promovendo aumento da distribuicdo da
droga (Wust et al., 2002; Hildebrandt, 2002).

A hipertermia pode ser obtida através da utilizacdo de varios métodos, como
exposicdo do tecido a fontes de calor ou radiagcdo n&o ionizante (campo
eletromagnético ou ultrassom) (Dewhirst et al., 2003; Stauffer, 2005; Jordan, 2006).
Pode ainda ser classificada como invasiva (implante de antenas de microondas,
eletrodos de radiofreqliéncia, metais ferromagnéticos e transdutores de ultrassom)
ou nao invasiva (superficial) (Dewhirst et al., 2003).

Embora a hipertermia seja utilizada ha muito tempo, varios obstaculos existem
na sua realizagdo. Por exemplo, o aquecimento gerado por técnicas nao invasivas
eletromagnéticas impedem o aquecimento localizado em profundidades maiores que
2 cm a 5 cm (Dewhirst et al., 2003). Outra dificuldade é a incapacidade de aquecer o
tecido tumoral de maneira uniforme e sem danos aos tecidos normais adjacentes
(Skinkai, 2002; Brusentsov, 2002).

A fim de superar os obstaculos na realizacdo da hipertermia, tem sido
proposta a utilizagdo de fluidos magnéticos. Ferrofluidos, ou fluidos magnéticos
(FM), sdo suspensdes estaveis coloidais de monodominios magnéticos dispersos
em solventes organicos ou inorganicos (Eléi, 2004; Wang, Gu e Yang, 2005; Lacava,
2006). Os FM apresentam propriedades que permitem absor¢cédo de energia quando
submetidos a gradiente de campo magnético, energia esta convertida em calor
(Wang, Gu e Yang, 2005; Hilger, Hergt e Kaiser, 2005), fato que explica o seu
interesse nas aplicagdes de hipertermia.

O processo de hipertermia gerado magneticamente ¢é denominado
magnetotermocitolise ou magnetohipertermia (Halbreich et al., 1998, Halbreich et al.,
2002). O aquecimento gerado neste processo promove a lise celular, destruindo as
células tumorais (Halbreich et al., 1998, 2002; Hilger, Hergt e Kaiser 2005; Phillips,



2005). O calor gerado pelas nanoparticulas magnéticas, quando estas sao
submetidas a gradiente de campo magnético, € capaz de aumentar a sobrevida de
animais portadores de tumor, causar regressdo tumoral ou, ainda, elimina-lo
(Brusentsov, 2002; Jordan, 2006).

Nanoparticulas de 6xido de ferro sdo conhecidas por serem nao toxicas e
eventualmente sdo quebradas para formar hemoglobina do sangue (Gupta e Gupta ,
2005). Na maioria dos casos, o material magnético do nucleo € composto de
magnetita (Fes304) ou sua forma oxidada, a maghemita (yFe,03) (Chatterjee, Haik e
Chen, 2003; Tartaj, 2003; Gupta e Gupta, 2005). Estes materiais apresentam
caracteristicas interessantes para aplicacbes in vivo, por exemplo, quando em
escala nanométrica se comportam como superparamagnéticas, ou seja, ndo retém
magnetismo apos remogdo do campo magnético (Berry e Curtis, 2003; Gupta e
Gupta, 2005), o que explica sua preferéncia em aplicagdes biomédicas (Tartaj et al.,
2003).

A utilizacdo de maghemita na constituicido das nanoparticulas ja tem sido
relatada e com potencial para diferentes aplicagdes: hipertermia para tratamento de
tumores (Sonvico et al., 2005), agente de contraste para imagem por ressonancia
magnética (Thinemann et al., 2006), separagdo magnética de células (Geldwerth et
al., 1999), por exemplo.

No que se refere a cobertura das nanoparticulas, varios materiais tem sido
utilizados: DMSA (Chaves, 2002, Garcia, 2005), dextrana (Lacava, 2002, 2003,
2004a, b), acido citrico (Garcia, 2002; Freitas, 2003), acido poliaspartico (Sousa et
al., 2001; Sadeghiani et al., 2005); acido glutdmico (Sousa et al., 2001), entre outras.
Na maioria dos casos, tem-se preferéncia por materiais encontrados naturalmente
nos sistemas biolégicos ou materiais com aplicagdes bioldgicas reconhecidas.

Além de proporcionar a biocompatibilidade da amostra, a cobertura também
tem como fungdo estabilizar as nanoparticulas (principalmente quando em pH
fisiolégico), proporcionar grupamentos funcionais para ligagao a receptores e evitar
captacéo pelo sistema fagocitico mononuclear (Thanemann et al., 2006).

Antes, porém, da aplicagcao dos FM em humanos, testes devem ser realizados
a fim de se avaliar os efeitos da administracdo desses materiais em sistemas
biologicos. Entre oS testes utilizados, encontram-se 0s de

biocompatibilidade/toxicidade realizados em modelos animais. A aplicacédo de FM,



em modelos animais, tem mostrado resultados promissores devido a auséncia de
danos teciduais (Brusentsov, 2004), baixa toxicidade (Lacava, 2004, Sadeghiani,
2005) e possibilidades de aplicagdes em sitios alvo especificos (Chaves et al , 2002;
Garcia, 2005).

Os testes de biocompatibilidade/toxicidade podem ser avaliados mediante a
utilizacdo de varios ensaios bioldgicos. Entre eles podemos citar o teste de
viabilidade celular em macrofagos peritoneais de animais expostos a varias
amostras de FM: FM a base de NPM de ferrita de cobalto recobertas com citrato
(Kickelhaus, 2003, Kuckelhaus et al., 2004), FM a base de NPM de magnetita
recobertas com carboximetildextrana (Guedes, 2005; Guedes et al., 2005) e FM
composto de nanoparticulas recobertas com acido dimercaptosuccinico (DMSA) ou
dextrana (Sestier et al., 2002).

Parametros sanguineos também sao ferramentas imprescindiveis na
avaliacdo da biocompatibilidade/toxicidade dos FM. Alteragdes, dose e tempo
dependentes, tém sido observadas na contagem de leucdécitos apds administragéo
de FM. Freitas (2000) observou que a dose mais concentrada (5 x 10"’ particulas/
Kg) de FM a base de nanoparticulas de magnetita recobertas com acido
dodecandico e alcool etoxilado provoca diminuicdo na populacdo de linfocitos 14
dias apds sua administragdo em camundongos. Diminuicdo na populagdo de
linfocitos e concomitante aumento na populagdo de mondcitos foram observadas
ap6s administracdo de NPM recobertas com &cido poliaspartico (0.6 x 10'°
particulas/mL) enquanto que a dose mais concentrada (1.6 x 10'® particulas/mL
acarretou aumento na populagdo de mondcitos (Sadeghiani et al., 2005).

No que diz respeito as alteragcbes do material genético, ensaios de
micronucleo em eritrécitos da medula 6ssea de camundongos expostos aos FM tém
sido realizados visando avaliar o potencial genotéxico e citotoxico destes compostos.
Garcia (2002) observou que o FM composto de nanoparticulas de magnetita
recobertas com citrato possui acdo genotdéxica branda, enquanto nanoparticulas a
base de ferrita de cobalto recobertas com citrato (Kuckelhaus, 2003) nao
apresentam efeitos genotdxicos, porém sao citotdxicos a medula dssea de
camundongos.

Outro estudo de grande importancia biolégica é a analise histoldgica, pois

permite avaliar a biocompatibilidade/toxicidade da amostra de FM nos 6érgéos



expostos a estes materiais. Particulas magnéticas recobertas com acido
dodecandico e alcool etoxilado (Freitas, 2000) tém mostrado alteragcdes dose e
tempo dependentes enquanto nanoparticulas de magnetita recobertas com dextrana
(Lacava, 2004) ndo acarretam altera¢des histoldgicas nos 6rgdos analisados.

Visando o desenvolvimento de novos materiais para aplicagdes biomédicas o
Centro de Nanociéncia e Nanotecnologia da Universidade de Brasilia juntamente
com as demais Instituicbes de Ensino e Pesquisa envolvidos propuseram a sintese
de FM composto de nanoparticulas de maghemita recobertas com citrato (MagheCi).
A biocompatibilidade/toxicidade da amostra MagheCi foi avaliada por meio de testes
de viabilidade celular em macrofagos peritoneais, contagem de leucdcitos, ensaio de
micronucleo em eritrécitos da medula 6ssea e analise histoldgica dos érgéos (figado,
pulm&o, bago e rim) de camundongos fémeas Swiss nao-isogénicos submetidos a
injecao de MagheCi em diferentes tempos.

Até o presente trabalho, nanoparticulas a base de maghemita recobertas com
citrato ndo haviam sido avaliadas em sistemas biolégicos. Sabe-se que o ferro,
elemento quimico presente na magnetita e na maghemita, é essencial para os
organismos vivos e participa de grande variedade de vias metabdlicas (transporte de
oxigénio, sintese de ADN, cadeia transportadora de elétrons, entre outras) (Ponka,
1999; Lieu et al., 2001). Porém, seu excesso leva a geragéo de radicais livres que
atuam no dano a varias moléculas (ADN, carboidratos, lipidios) (Emerit, Beaumont e
Trivin, 2001; Lieu et al., 2001; Videla et al., 2003). Assim, a escolha da maghemita, a
forma oxidada da magnetita, como material componente do nucleo da nanoparticula
magnética deve-se ao fato de que esta ferrita, teoricamente, ndo acarreta danos aos
tecidos/células.

A escolha do citrato como material de cobertura das nanoparticulas da
amostra utilizada é decorrente da sua ampla distribuicdo nos seres vivos, fato que

sugere a sua biocompatibilidade em sistemas bioldgicos.



2. JUSTIFICATIVA



O aumento crescente da incidéncia de cancer tem suscitado a busca
de alternativas mais efetivas, com o minimo de efeitos colaterais, para o seu
tratamento e diagnostico mais precoce. Materiais em escala nanométrica, em
especial as nanoparticulas magnéticas, tém sido desenvolvidos com estes
propositos. A necessidade de se entender os mecanismos de agao desses materiais,
aliada ao fato de que tais conhecimentos contribuirdo para o desenvolvimento de

materiais cada vez mais biocompativeis, justificam esta pesquisa.



3. OBJETIVOS



Visto que o Centro de Nanociéncia e Nanotecnologia da Universidade de
Brasilia e demais Instituicdes de Ensino e Pesquisa envolvidas vém desenvolvendo
fluidos magnéticos para aplicagbes biomédicas, testes bioldgicos s&o necessarios
para validar tais procedimentos antes de se proceder a ensaios clinicos. Assim, o
presente trabalho tem como objetivo geral investigar a biocompatibilidade/toxicidade
de amostra de fluido magnético constituido por nanoparticulas magnéticas a base de
maghemita (yFe,O4) recobertas com citrato (MagheCi) em camundongos fémeas

Swiss ndo-isogénicos. O trabalho tem os seguintes objetivos especificos:

1) Avaliar a viabilidade dos macréfagos do peritbnio apdés administragéo
intraperitoneal de MagheCi, por meio de teste de exclusdao de
nigrosina;

2) Avaliar o potencial pro-inflamatério da amostra MagheCi por meio da
contagem de leucdcitos do sangue;

3) Avaliar o potencial genotdxico e citotdoxico da amostra MagheCi na
medula 6ssea de camundongos, por meio do teste de micronucleo e %
EPC, respectivamente;

4) Verificar a presenca de NP da amostra MagheCi e seus efeitos nos

orgaos (pulmao, figado, bacgo e rins), por meio de analise histoldgica.



4. MATERIAL E METODOS



Para realizagdao dos testes bioldgicos foram utilizados camundongos albinos
Swiss fémeas, nao-isogénicos, com peso médio de 38 g provenientes do Biotério da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras, da Universidade de Sao Paulo — Ribeirdo
Preto, SP. Durante os experimentos, os animais foram alojados no biotério do
laboratério de Genética da Universidade de Brasilia onde receberam agua e comida
ad libitum e ciclo claro/escuro de 12 horas.

As normas éticas para pesquisa cientifica com animais de laboratério,
definidas pela Lei n° 6638 de 8 de maio de 1979 foram atendidos no
desenvolvimento desta pesquisa. O projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de
Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade de

Brasilia.

4. 1 Fluido Magnético Estabilizado por Citrato

A amostra de fluido magnético utilizada nos testes bioldgicos foi sintetizada e
autoclavada pela professora Emilia Lima do Instituto de Quimica da Universidade
Federal de Goias e gentilmente cedida para os testes bioldgicos.

As nanoparticulas de maghemita foram sintetizadas por co-precipitacao de Fe
(I) e Fe (lll) em meio alcalino e, em seguida, estabilizadas por citrato. O pH foi
ajustado para 7,0 e a salinidade para 0,9% para promover a biocompatibilidade
(Morais et al., 2005), ap6s o que foi autoclavada para proceder a sua esterilizagdo. A
concentracdo da amostra era 5,2x10'® particulas/cm® (concentracdo de ferro de
23,45 mg/mL) para todos os testes realizados, exceto para o teste de viabilidade
celular em que a amostra tinha concentragdo de 3,0x10'® particulas/cm?®
(concentragao de ferro 26 mg/mL).

A caracterizagdo da amostra foi obtida por meio de microscopia eletronica de
transmissdo (MET). Para a realizagdo da MET, a amostra MagheCi foi diluida
1:1000 (vol/vol) em solucéo salina 0,9% e em seguida foi colocada uma gota da
amostra sobre uma telinha (200) previamente recoberta com Formvar. Apos,
aguardou-se aproximadamente 15 a 30 minutos para a secagem. No dia seguinte, a
telinha contendo amostra foi visualizada em MET (JEOL 1011) e foram obtidas as
fotomicrografias em aumento de 100.000x, 200.000x e 500.000x. Com o auxilio de

software (Image Pro-Plus 5.1) foram mensuradas 260 nanoparticulas e os dados



ajustados por distribuigdo log normal para obtencdo do diametro modal da amostra
MagheCi.

4.2 Teste de Viabilidade Celular em Macréfagos Peritoneais

O teste de viabilidade celular consiste em verificar os efeitos da aplicagcao de
drogas sobre o numero de macréfagos vivos e mortos no periténio de animais. Para
a realizacdo deste teste, os animais receberam injecéo peritoneal com dose Unica
contendo 50 ulL (1 ,5><1015part|'culas) de fluido magnético composto de nanoparticulas
(3.0x10'° particulas/cm?®) recobertas com citrato (n=5) ou solucdo salina 0.9% (n=5).
Os tempos experimentais foram 6 , 12 , 24 e 48 horas e 7 dias apds a administracao
de fluido magnético ou salina. Apds, os animais foram colocados em recipiente
contendo algodao embebido em éter etilico para proceder a sua eutanizagao.

Apos eutanizado, foi feita uma incisdo no abdémen do animal e 10 mL de
solugéo gelada (4 °C) de cloreto de sédio tamponada com fosfato (PBS) foi injetada
no peritdnio com auxilio de uma seringa. Foram coletados 8 mL do lavado e este foi
submetido a centrifugacao (1000 rpm) por 5 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 1 mL
de solugdo PBS gelado (4°C). Posteriormente, foi retirado 40 uL do ressuspendido e
acrescentado em 160 uL de solu¢do de nigrosina (0,05%), corante supravital do tipo
aniénico que penetra nas células (Kiuckelhaus, 2003). Aproximadamente 10 uL do
liquido foi colocado na camara de Neubauer e a contagem foi feita nos 4 reticulos
externos com auxilio de microscopio de luz modelo Oleman (400 x).

As células vivas foram identificadas por exclusdo da nigrosina onde foram
consideradas vivas as células que apresentavam coloragao de amarelo brilhante e
mortas aquelas cuja coloragao era negra ou cinza. O numero de macrofagos vivos

foi calculado com auxilio da seguinte férmula:

Macréfagos vivos/mL = n® macréfagos vivos/4 x 5 x 10*
Onde:
4= numero de quadrantes

5 = fator de diluicao



10*= profundidade da camara.

Também foi calculada a porcentagem de macréfagos mortos presentes no
lavado peritoneal em relagéo ao total.

Para a andlise estatistica, os dados foram normalizados (log10) para
utilizagao do teste de Scheffe (ANOVA), com p < 0,05.

4.3 Contagem de Leucdcitos do Sangue

O teste de contagem de leucécitos do sangue é utilizado para verificar
possiveis alteragdes no numero de leucdcitos decorrentes da aplicagao de drogas.

Os animais experimentais receberam injecdo endovenosa caudal de dose
tnica contendo 50 uL (2,6x10" particulas) da amostra MagheCi (n=5). Os animais
controle receberam igual volume de salina 0,9% (n=5) ou ndo receberam tratamento
algum (n=5).

Os tempos de tratamento foram os seguintes: 6, 12, 24 e 48 horas e 7 dias.
Apds o periodo da aplicacdo da amostra, os animais foram eutanizados com éter
etilico, como descrito acima. Aproximadamente 300 uL de sangue foram coletados
por pungao cardiaca com auxilio de uma seringa de 1 mL, previamente lavada com
acido dipotassico etilenoaminotetracético (EDTA) na concentragéo de 0,2 g/mL.

Imediatamente apds a coleta, foi feito esfregagco sanguineo (duplicata) em
ldmina de vidro. O restante do sangue foi colocado em Ependorff contendo 10 uL de
EDTA e homogeneizado lentamente por inverséo do tubo.

Para a contagem global de leucécitos (CGL), 20 uL de sangue foram diluidos
em 400 uL de solugéo de Turke (diluigdo 1:21), a fim de se promover a lise celular
dos eritrécitos e plaquetas. O liquido foi homogeneizado lentamente por inverséo
durante dois minutos. Posteriormente, 10 uL do homogeneizado foram colocados em
hemocitdbmetro de Neubauer e aguardou-se um minuto para sedimentagdo. Em
seguida foi realizada CGL em quatro reticulos externos do hemocitdmetro, ao
microscopio de luz modelo Oleman (400x). Os resultados foram anotados e
posteriormente foi calculado o nimero de leucécitos/mm® com auxilio da seguinte

formula:



NUmero de leucécitos/mm?® = n°. leucdcitos/mm>/4 x profundidade camara x

diluicao

ApOs secas ao ar e em temperatura ambiente, as laminas de esfregaco
sanguineo foram fixadas por cinco minutos em metanol, coradas por Wright-Giemsa
e analisadas, em teste cego, ao microscopio de luz modelo Oleman (1000x).
Quinhentas células foram contadas, anotando-se o numero de linfécitos, mondcitos,
neutrofilos e eosindfilos encontrados. Posteriormente, foi calculada a proporcao
destas células (valor relativo) em relagdo ao numero de leucdcitos totais utilizando-

se a seguinte formula:

CGL x n° de linfécitos ou mondécitos ou neutréfilos ou eosinéflios /500

Para a andlise estatistica dos dados encontrados na contagem diferencial de

leucdcitos foi aplicado teste de Fisher (ANOVA), com p < 0,05.

4.4. Teste de Microntcleo e % EPC em Eritrdcitos da Medula Ossea

O teste de micronucleo e % EPC foram utilizados para verificar a atividade
genotdxica e citotoxica, respectivamente, dos eritrécitos da medula 6ssea dos
animais submetidos ao tratamento de MagheCi.

Para a realizagdo deste teste foram utilizados trés grupos experimentais:
animais tratados (n=5) com dose unica contendo 50 pL da amostra MagheCi
(2,6x10" particulas), animais controles negativos (n=5) tratados com salina 0,9% e
animais controles positivos (n=5) tratados com ciclofosfamida (40 mg/kg). Os
animais foram eutanizados nos seguintes tempos apdés a administragdo: 24 horas,
48 horas e 7 dias.

Posteriormente a eutanizagao, os fémures dos animais foram removidos e as
epifises cortadas. Em seguida, foi feita a lavagem das células da medula utilizando 1
mL de soro fetal bovino e o conteudo foi coletado em tubo Falcon. Este foi

submetido a centrifugacao (1000 rpm) por 5 minutos em temperatura ambiente.



Com o auxilio de uma pipeta, foram retirados 50 uL do sobrenadante e o
restante foi descartado. O centrifugado foi ressuspendido e aproximadamente 10 pL
de solugéo foi colocada em lamina de vidro. O esfregaco foi feito em duplicata e as
ldaminas colocadas para secar ao ar em temperatura ambiente. Apds a secagem,
estas foram fixadas em metanol por 5 minutos e, apds secas ao ar, foram coradas
com Giemsa.

A contagem de eritrocitos policromaticos (EPC) e normocromaticos (ENC) e
do numero de micronucleos (MN) em cada tipo celular foi realizada em microscopio
de luz modelo Oleman (1000x), em teste cego. Neste teste foram contados 2000
eritrocitos policromaticos e 2000 normocromaticos de cada animal e anotado o
numero de micronucleos encontrados em cada tipo celular.

Para a analise da citotoxicidade foi calculada a propor¢ao de EPC com auxilio
da seguinte formula:

% EPC = [EPC/ (EPC + ENC)] x 100
Para a analise estatistica foi utilizado teste ndo paramétrico Mann-

Whitney, com p < 0,05.
4.5 Analise Histoldgica

A analise histolégica consiste na avaliagcdo das secgdes histoldgicas obtidas
dos 6rgaos a fim de se verificar possiveis alteragdes provocadas pelo tratamento,
tais como presenca de infiltrado inflamatério, espessamento, necrose e apoptose
celular, entre outros.

Para a analise histolégica, os animais foram divididos em trés grupos
experimentais, tendo sido coletados os érgaos nos seguintes tempos: 6, 12, 24 e 48
horas e 7 dias.

Os animais tratados (n=3) receberam dose unica na veia caudal contendo 50
uL da amostra MagheCi (2,6x10'° particulas) e os animais controle (n=3) receberam
50 pL de salina 0,9% (n=3) ou n&o receberam tratamento algum (n=3).

Para proceder-se a analise histoldgica, os animais foram eutanizados como ja
citado acima, a cavidade abdominal foi exposta e o figado, pulmdes, bago e rins

foram coletados com auxilio de material cirargico. Imediatamente apds a coleta, os



orgaos foram lavados em solugao salina 0,9% para retirar o excesso de sangue e 0s
fragmentos retirados com auxilio de lamina de bisturi.

Os fragmentos foram colocados em fixador de Davidson em diluicdo 1:10
(vol/vol) a fim de se promover sua fixacdo e mantidos a 4°C por 12 horas. Em
seguida, os fragmentos foram transferidos para solugéo de alcool anidro hidratado
(99,3°) 70% (vol/vol) e armazenados a 4°C ate a realizagdo dos demais
procedimentos.

Para a desidratagdo, os fragmentos dos o6rgaos foram transferidos para
gradiente crescente de concentragéo de alcool anidro hidratado (99,3°). Apés 1 hora
em alcool 80% (vol/vol) este foi transferido para alcool 90% (vol/vol) onde
permaneceu durante 1 hora. Em seguida, este foi transferido para alcool anidro
hidratado 100% no qual permaneceu durante dois banhos de 1 hora cada um. Em
seguida, os fragmentos foram diafanizados em solugéo de alcool anidro hidratado e
xileno em diluicdo 1:1 (vol/vol) por 1 hora. Apds, foram realizados 3 banhos em
xileno com intervalo de 1 hora cada um.

Posteriormente, os fragmentos dos 6rgdos foram transferidos para parafina
purificada (Proquimica) em estufa a 56 °C e submetidos a 3 banhos em parafina com
duracdo de 1 hora cada um. Ao término do terceiro banho, os fragmentos dos
orgaos foram emblocados em parafina com auxilio de formas de metal (3cm x 3cm)
nas quais permaneceu até que a parafina estivesse completamente endurecida.

Para a seccédo dos orgaos foi utilizado microtomo modelo Leica RM2125RT
por meio do qual foram obtidos cortes (semi-seriados) de 5 um de espessura. Apds
desbaste da parafina, foram feitas sec¢des as quais foram distendidas em banho-
maria (35°C). Estas foram coletadas com auxilio de um pincel em laminas de vidro
previamente identificadas. As sec¢bes dos orgaos foram obtidas da seguinte
maneira: inicialmente, foram coletadas trés laminas sendo, em seguida, descartadas
10 secgbes. Apds, mais seccbes foram coletadas para produzir 3 Iaminas.
Posteriormente, descartou-se mais 10 secgdes e procedeu-se a coleta de secgdes

em mais 3 laminas, totalizando 9 laminas, em trés planos diferentes.



Apos montagem das laminas, estas foram submetidas a estufa (37 °C) até
que a aderéncia da seccao a lamina estivesse completa. Em seguida, foi feita a
coloragcédo com técnica de hematoxilina e eosina (HE) em trés Iaminas (uma de cada
plano de corte) para visualizagdo do citoplasma e nucleo.

Para visualizagao do ferro (endogeno e exdgeno) foi utilizado o método de
coloragdo de Perls que consiste em uma solugdo composta de 50% de &acido
cloridrico (1%) e 50% de ferrocianeto de potassio (2%) seguida de coloragdo de
vermelho rapido nuclear para visualizacdo do nucleo celular. Neste método foram
coradas 3 laminas (uma de cada plano de corte) sendo as demais laminas
armazenadas para eventuais necessidades.

A fim de se quantificar os agregados de ferro observados nas seccgdes
histologicas foi estabelecido o seguinte critério: uma cruz (+) para pequena
quantidade de agregados; duas cruzes (++) para quantidade média e trés cruzes
(+++) para grande quantidade.

Os cortes histolégicos foram analisados em microscopio de luz modelo
Oleman (100x, 200x ou 400x), verificando-se as alteragdes teciduais e presenga de
aglomerados de NPM. Em seguida, os cortes foram fotografados com auxilio de uma
camera fotografica (MC 80 DX) acoplada ao microscopio Zeiss (Axioskop 2) em
aumento de 100x, 400x ou 1000x . Em seguida, as fotografias foram digitalizadas e

as pranchas montadas.



5. RESULTADOS



A caracterizacdo das NPM da amostra MagheCi e os testes realizados em
camundongos fémeas Swiss, tais como viabilidade celular, contagem de leucdcitos
do sangue, teste de MN e % EPC e analise histologica tiveram os resultados

descritos a seguir, representados nas figuras 1 a 19 e detalhados nos anexos 1 a 6.
5.1 Caracterizacado das Nanoparticulas Magnéticas da Amostra MagheCi

O didmetro médio das nanoparticulas de maghemita recobertas com citrato
(MagheCi) foi determinado por meio de microscopia eletrénica de transmissao

(MET), com auxilio do programa Image Pro-Plus 5.1. Uma fotomicrografia obtida

pela MET esta apresentada na figura (1).
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Figura 1- Fotomicrografia das NPM de maghemita recobertas com citrato da amostra
MagheCi, obtida em MET com aumento de 500 000x (MET realizada por Débora de

Oliveira Cintra e Silva).

A distribuicdo log normal dos didmetros obtidos pela MET mostrou que as
nanoparticulas magnéticas da amostra MagheCi possuem um didmetro modal de

10.0 nm e desvio padrao de 0.27nm, conforme apresentado na figura 2.
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Figura 2 - Histograma do diametro modal das nanoparticulas magnéticas recobertas
com citrato da amostra MagheCi. A linha continua representa o melhor ajuste dos

dados (ajuste realizado por Marcos Tiago de Amaral e Eléi)

5.2 Viabilidade Celular em Macréfagos Peritoneais

No teste de viabilidade celular, cuja finalidade €& avaliar o indice de
macrofagos peritoneais vivos quando em contato com as NPM da amostra
MagheCi, observou-se uma ligeira diminuicdo no indice de macréfagos vivos e
concomitante aumento nos macrofagos mortos. A alteragdo foi mais proeminente
nas células coletadas 24 horas ap6s a administracao intraperitoneal do FM.
Entretanto, ndo houve diferenga estatistica significativa em qualquer das
observacbes realizadas de 6 horas até 7 dias apos o tratamento, quando
comparados ao grupo salina. Os resultados estdo apresentados na figura 3 (ver

anexos 1 e 2).
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Figura 3 - Efeito da administragdo intraperitoneal de MagheCi (1,5 x 10" particulas) sobre a viabilidade celular de macréfagos
peritoneais em camundongos fémeas Swiss em tempos que variavam entre 6 horas a 7 dias. A barra representa o erro padrao

da média; S= grupo salina (0,9%)



5.3 Contagem de Leucdcitos em Sangue

Na contagem de leucécitos apdés administracdo da MagheCi foi observada
ligeira diminuicdo na contagem global em todos os tempos experimentais. Esta
diminuicao, entretanto, nao foi estatisticamente significativa para nenhum dos grupos
experimentais até 7 dias apds o tratamento, exceto no grupo em que a coleta foi
realizada 6 horas apds a injegdo da MagheCi, como mostrado na figura 4.

Para maior detalhes, ver anexos 3 e 4.
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Figura 4: Efeito da administragdo endovenosa de MagheCi (2,6 x 10 '° particulas) sobre a contagem global de leucécitos em
camundongos fémeas Swiss em tempos que variavam entre 6 horas e 7 dias. A barra representa o erro padrdo da média.CN=

grupo controle negativo; S= grupo salina (0,9%); *-diferenga estatistica significativa em relagdo ao grupo salina (p< 0,05)



Os resultados obtidos na contagem diferencial de leucdcitos apdés a
administracdo de MagheCi mostraram diminuigdo significativa na populagdo de
mondcitos dos grupos 6 horas e 7 dias, em relagdo ao grupo controle negativo (p =
0,0402 e 0,0465, respectivamente), o mesmo ocorrendo para o grupo salina (ver
anexo 4). Entretanto, este resultado nao foi observado em nenhum dos grupos

tratados quando comparados ao grupo salina. Os resultados estédo representados na

figura 5.
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Figura 5 - Efeito da administracdo endovenosa de MagheCi (2,6 x 10" particulas)
sobre a contagem de mondcitos em camundongos fémeas Swiss em tempos que
variavam de 6 horas a 7 dias. A barra representa o erro padrdo da média. CN=
grupo controle negativo; S= grupo salina (0,9%); * - estatisticamente significante em

relacdo ao controle negativo (p< 0,05)



Quanto aos linfocitos, foi observada ligeira diminuigdo com aparente
recuperacao da populacédo 7 dias apdés o tratamento com MagheCi em todos os
grupos. Entretanto, esta diminuicdo nao foi estatisticamente significante, exceto para

0 grupo 6 horas (ver anexo 4). Os resultados estao apresentados na figura 6.
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Figura 6 - Efeito da administracdo endovenosa de MagheCi (2,6 x 10" particulas)
sobre a contagem de linfécitos em camundongos fémeas Swiss em tempos que
variavam de 6 horas a 7 dias. A barra representa o erro padrao da média. CN= grupo

controle negativo; S= grupo salina (0,9%); * - estatisticamente significante em relagéo
ao controle negativo (p< 0,05)

Para os demais tipos celulares (neutréfilos e eosindfilos) nao foram
observadas alteragbes significativas. Os resultados da contagem diferencial de

leucdcitos, estdo apresentados na figura 7 e anexos 3 e 4.
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5.4 Teste de Micronucleo e % EPC em Eritrdcitos da Medula Ossea

No que se refere aos resultados de genotoxicidade da amostra MagheCi
sobre os eritrocitos da medula 6ssea de camundongos fémeas Swiss, a figura 8
mostra que nao houve alteragcdo no numero de micronucleo nos eritrécitos
policromaticos dos animais tratados, quando comparados aos animais do grupo
salina. O numero de MN observado nos animais tratados com ciclofosfamida
(40mg/Kg) foi, em média, préximo a 50, mostrando a resposta ao agente
clastogénico. Os resultados estdo apresentados na figura 8. Para maiores

detalhes, ver anexos 5 e 6.
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Figura 8 - Efeito da administragdo endovenosa de MagheCi (2,6 x 10"
particulas) sobre o numero de MN em eritrécitos policromaticos em
camundongos fémeas Swiss em fungao do tratamento. A barra representa o erro
padrdo da média. CP= grupo controle positivo (ciclofosfamida 40mg/kg); S=

grupo salina (0,9%)



Quanto aos eritrécitos normocromaticos ndo houve alteragdo no numero
de MN de 24 horas até 7 dias da administragdo de MagheCi, exceto para os
animais do grupo 48 horas (figura 9) onde foi constatado aumento
estatisticamente significativo no numero de micronucleos, quando comparado
aos animais do grupo salina (anexo 6). Esta diferengca também foi constatada na
comparagao entre os grupos 48 horas e 7 dias. Com 7 dias, observa-se o retorno
aos valores encontrados nos animais do grupo controle como mostrado na figura
9.
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Figura 9 - Efeito da administragdo endovenosa de MagheCi (2,6 x 10"
particulas) sobre o numero de MN em eritrocitos normocromaticos em
camundongos fémeas Swiss em fungdo do tratamento. A barra representa o erro
padrao da média.

CP= grupo controle positivo (ciclofosfamida 40mg/kg); S= grupo salina (0,9%

~—"

* diferenga significativa com relagdo ao grupo salina (p< 0,05).

Nos eritrécitos normocromaticos o tratamento com ciclofosfamida
aumentou ligeiramente o numero de MN, se comparado ao seu efeito expressivo

nos eritrécitos policromaticos (comparar figuras 8 e 9).
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coradas com hematoxilina e eosina (HE), para visualizacdo do nucleo e
citoplasma. Para visualizar agregados de ferro endégeno e exégeno (proveniente
das NPM), foi utilizada a coloragdo de Perls juntamente com vermelho rapido
nuclear, procedimento em que o0s nucleos celulares apresentam coloragao
vermelha forte, o citoplasma, cor rosa clara, enquanto os agregados de ferro

apresentam coloragdo marrom dourada ou azul brilhante.

5.5.1 Pulmao

Os cortes de pulmao dos animais do grupo controle apresentam alvéolos
com espessura regular, capilares exibindo calibre normal contendo hemacias,
vasos e bronquiolos de aspecto e tamanho normais. Ndo foram observados
agregados de coloragdo marrom ou azul, qualquer que tenha sido o corante
utilizado, como mostrado na figura 11 a,b.

No pulmado dos animais tratados com MagheCi, a coloragdo por HE
mostrou a presencga de pequena quantidade de aglomerado de NPM em 6 horas
(fig.11 ¢, d), 24 horas e 7 dias apos a administracdo de MagheCi. Este era
encontrado principalmente nos septos alveolares.

Em 12 horas apds o tratamento foi observado infiltrado inflamatério (fig. 12
a) e presenga de aglomerado de NPM (fig. 12 a,b) em quantidades maiores que
nos demais grupos (+++). Os aglomerados foram visualizados principalmente em
regides proximas a vasos.

Os resultados da analise feita 24 horas apds a administracdo de MagheCi
mostrou a presenca de aglomerados em pequena quantidade (ndo mostrado).
Em um dos animais, entretanto, foi observada grande quantidade de
aglomerados de NPM e presenca de pequeno infiltrado ao redor de vasos
sanguineos (fig. 12 c). Neste grupo também foi observado espessamento
alveolar (ndo mostrado) associado a presenca de aglomerados de NPM.

Diferentemente dos demais grupos, em 48 horas foi observado pequena
area hemorragica (n=1). Entretanto, esta ndo estava associada a presenca de
aglomerados de NPM (ndo mostrado). No grupo 7 dias apds a administracéo de
MagheCi, pode-se observar a presengca de NPM associada a infiltrado

inflamatdrio em regiao de vaso sanguineo (fig 13 a,b) . Da mesma forma que em



24 horas, neste grupo foi observado espessamento alveolar em uma regido do

pulméao dos animais tratados com MagheCi (fig 13 c).
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Figura 11 - Fotomicrografias de pulmao de animais controle (a e b) ou tratados com MagheCi durante 6 horas (c,d). Em a, c,
método de coloragédo de HE; em b, d, método de coloracéo de Perls. A seta indica aglomerados de NPM.
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Figura 12 — Fotomicrografias de pulrhao de animais tratados com MagheCi durante 12 horas (a,b) e 24 horas (c). As setas indicam
presenca de aglomerados de NPM. Em c, notar o infiltrado inflamatério em regido préoxima a vaso sanguineo, juntamente com
aglomerados de NPM. Em a,c, coloragao por método HE; em b, coloragao por método de Perls.
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Figura 13: Fotomicrografias de pulmao de animais tratados com MagheCi durante 7 dias (a, b, ¢). As setas indicam
presenca de aglomerados de NPM. Em a, b e c, notar o infiltrado inflamatério em regides proximas a vasos
sanguineos, juntamente com aglomerados de NPM. Observar o espessamento alveolar em c. Em a,c, coloragéo por

método HE; em b, coloragdo por método de Perls.



5.5.2. Figado

Os cortes histologicos de figado dos animais do grupo controle
apresentaram parénquima bem preservado com a capsula de tecido conjuntivo
integra, I6bulos de tamanho normal e células com nucleo e membrana bem
definidos. Nestes nao foram observados agregados de coloragdo marrom ou azul
(fig.14 a,b).

Em 6 horas apos a administragcdo de MagheCi foi visualizada pequena
quantidade de aglomerados de NPM (+). Neste grupo apenas um animal
apresentou algumas regides com infiltrado inflamatério ao redor de vasos (fig. 14
c, d), aparentemente ndo associados a aglomerados de NPM.

No grupo analisado 12 horas apdés a administragdo de MagheCi foi
encontrada grande quantidade de aglomerados (+++) nos cortes do figado que,
mesmo assim, ndo apresentaram alteracdes histologicas. Os aglomerados de
NPM estavam dispersos por todo o orgao (fig. 15 a, b, c).

Em 24 horas apo6s a administracdo de MagheCi foi encontrada pequena
quantidade (+) de aglomerados de NPM (fig. 15 d), embora um dos animais
tenha apresentado grande quantidade de aglomerados de NPM (ndo mostrado).

Em 48 horas ap6s a administracdo de MagheCi foi observada pequena
quantidade de aglomerados de NPM (+), exceto em um animal que apresentou
quantidade média (ndo mostrado). Também foi visualizado infiltrado inflamatério
em um dos animais, entretanto este parecia ndo estar associado a presenga de
aglomerados de NPM (fig.16 a, b).

Da mesma foram que em 6, 24 e 48 horas, em 7 dias foi observada
pequena quantidade (+) de aglomerados de NPM (fig. 16 c, d). Neste grupo,
apenas um animal apresentou infiltrado inflamatério (ndo mostrado), sendo que

os demais ndo mostraram qualquer alteragéo histologica.



Figura 14 - Fotomicrografias de figado de animal controle (a, b) e tratados 6 horas (c, d) com MagheCi. As setas indicam infiltrado
inflamatério (c,d) . Em a, c, coloragéo por método HE; em b, d, coloragéo por método de Perls.



Figura 15: Fotomicrografias de animais tratados com MagheCi durante 12 horas (a, b, c) e 24 horas (d). Notar
aglomerados de NPM dispersos por todo o érgédo em grande (a, b, ¢) e pequena quantidade (d). Em a, b,
coloragao por método HE; em c, d, coloragao por método de Perls.
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Figura 16: Fotomicrografias de figado de animais tratados com MagheCi durante 48 horas (a,b) e 7 dias
(c,d). Notar o infiltrado inflamatdrio (a, b) e auséncia de aglomerados de NPM. Em a, ¢, coloragéo por
método de HE; em b, d, coloragcédo por método de Perls.



5.5.3 Bacgo

O bago dos animais do grupo controle ndo apresentou alteragbes
histolégicas. A polpa branca, constituida por nédulos linfaticos, foi claramente
diferenciada da polpa vermelha, rica em gldbulos vermelhos. Diferentemente dos
cortes do pulmao e figado, na polpa vermelha foi observada quantidade variavel
de aglomerados de coloragdo marrom ou azul brilhante, conforme mostrado na
figura 17 (a, b).

No bago de todos os animais tratados com MagheCi foi observada a
presenca de aglomerados de NPM sem quaisquer alteragdes histologicas.
Entretanto, a quantidade de aglomerados de NPM variou entre os grupos
tratados. Em 6 horas foi observada quantidade média (++) de aglomerados de
NPM (fig. 17 c), o mesmo ocorrendo nos grupos analisados 24 horas apos a
administragao de MagheCi. Diferentemente destes, em 12 horas, 48 horas e 7
dias apds a administracdo da amostra foi observada grande quantidade (+++) de
aglomerados de NPM (fig. 17 d), sendo que em alguns animais esta era
visualizada tanto na polpa vermelha quanto na polpa branca do bago (n&o

mostrado).

5.5.4 Rim

Os cortes histolégicos do rim dos animais controle apresentaram zona
cortical e medular de aspecto normal, com capsula conjuntiva de espessura
adequada. Os glomérulos, capsula de Bowman e tubos também apresentaram
aspecto normal (fig. 18 a, b). Entretanto, a pelve renal de alguns animais deste
grupo apresentou infiltrado inflamatério proximo a vasos (ndo mostrado).

Assim como nos animais do grupo controle, a maioria dos animais dos
grupos tratados apresentou infiltrado inflamatério na regido da pelve renal. Na
figura 18 (c, d) pode-se visualizar, entretanto, que estes normalmente nao
estavam associados a presenca de aglomerados de NPM.

Aglomerados de NPM foram observados apenas nos grupos analisados
12 horas (fig. 19 a,d) e 24 horas (fig. 19 b,c) apds a administracdo de MagheCi,

principalmente dentro dos glomérulos. Nos animais destes grupos, porém, nao



foram observadas quaisquer alteracbes histologicas, exceto o infiltrado

inflamatdrio presente na pelve renal de alguns animais, como ja mostrado.
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Figura 17 - Fotomicrografias de bago de animais controle (a, b) e animais tratado com MagheCi durante 6 horas (c) mostrando
quantidade média de aglomerados de NPM (++) e 48 horas (d) mostrando grande quantidade de aglomerados de NPM (+++). Em
a, b, ¢, d método de coloragao de Perls.




Figura 18: Fotomicrografias de rim de animais controle (a,b,) e tratados com MagheCi durante 6 horas (c,d). As
setas indicam infiltrado inflamatério na pelve renal (c,d). Em a, c, coloragao por método de HE; em b, d,
coloragao por método de Perls.



Figura 19: Fotomicrografias de rim de animais tratados com MagheCi durante 12 horas (a, d) e 24 horas
(b,c). As setas indicam aglomerados de NPM no interior dos glomérulos renais (a, b, ¢, d). Em a, c,
coloragao por método de HE; em b, d, coloragao por método de Perls.



6. DISCUSSAO



Neste trabalho, a amostra MagheCi foi administrada
endovenosa/intraperitonealmente  em camundongos fémeas Swiss né&o-
isogénicos a fim de se avaliar sua biocompatibilidade/toxicidade nas células
sanguineas e tecidos. Estes aspectos foram estudados por testes de viabilidade
celular em macroéfagos peritoneais, contagem de leucécitos do sangue, teste de
micronucleo e % EPC em eritrocitos da medula 6ssea e analise histoldgica do

figado, pulméao, rins e bago.

6.1 Consideracbes sobre as Caracteristicas Fisicas e Quimicas da Amostra

MagheCi

A composigao quimica do nucleo e da cobertura, assim como o tamanho
das nanoparticulas sdo parametros fundamentais para influenciar tanto sua
biodistribuicdo nos érgaos, eliminagao e reconhecimento pelo sistema fagocitico
mononuclear, quanto seu grau de biocompatibilidade.

O fluido magnético utilizado no presente trabalho tem em sua composi¢ao
nanoparticulas cujo nucleo é formado por atomos de Fe que constituem,
juntamente com atomos de oxigénio, a maghemita (yFe2O4). A importéncia da
natureza quimica constituinte das NPM na promocdo dos aspectos de
biocompatibilidade/toxicidade da amostra tem sido evidenciada em varios
trabalhos que testaram nanoparticulas desenvolvidas a partir de ferritas diversas,
todas recobertas com citrato. Nanoparticulas a base de ferrita de manganés
induziram morte, diarréia, efeitos genotdxicos e reac¢des inflamatorias severas
(Lacava et al., 1999b). Diferentemente destas, nanoparticulas a base de
magnetita (Garcia, 2002) apresentaram processo inflamatério brando, mas
letalidade significativa, enquanto as de ferrita de cobalto (Kuckelhaus, 2003)
mostraram efeitos toxicos reduzidos e temporarios. No caso do presente
trabalho, nanoparticulas a base de maghemita mostraram efeito inflamatério
brando e temporario, sem letalidade. Diferentemente da magnetita, a maghemita
se encontra na forma oxidada, sendo um material ainda mais promissor para

aplicagdes biomédicas.



No que se refere a importancia do diametro médio das nanoparticulas na
biobistribuicdo dos o¢rgaos foi evidenciado, em varios trabalhos, que
nanoparticulas recobertas com acido poliaspartico com didmetro médio de 8.5
nm (Sadeghiani et al., 2005) ou recobertas com citrato (Garcia, 2002) com
didmetro médio de 7,8 nm formam aglomerados no figado, pulmao e bago sem
alteragdes histologicas ou processo inflamatorio.

O diametro da NPM também influencia nos aspectos de toxicidade da
amostra. Estudos revelaram que amostras de NPM a base de ferrita de cobalto
com didametro em torno de 8 nm apresentam menor toxicidade que as de 5,8 nm
ou as de 15 nm (Lacava, comunicacao pessoal).

Um outro aspecto interessante relacionado ao didmetro das NPM testadas
€ o de que, particulas com tamanho pequeno (4 a 10 nm) apresentam
propriedades superparamagnéticas e sao candidatas ideais para tratamento de
cancer por meio de técnicas de hipertermia (Phillips, 2005).

O diametro das nanoparticulas da amostra de MagheCi utilizada neste
trabalho (10nm), se adequa aos aspectos de biodistribuicdo, toxicidade e
propriedades magnéticas desejaveis.

Um dos requisitos para utilizagdo dos fluidos magnéticos nas aplicagoes
biomédicas € sua estabilidade, caracteristica que faz com que suas particulas
nao aglomerem quando imersas em meio liquido (Lacava, 2004) evitando, assim,
sua precipitacao (El6i, 2004). A estabilidade das nanoparticulas pode ser obtida
por repulsdo estérica vista nos FM surfactados ou por repulsdo eletrostatica
encontrada nos FM ibnicos (El6i, 2004). Nos fluidos magnéticos para uso
biomédico, a cobertura das NPM com moléculas apropriadas é fundamental para
evitar o processo de aglomeragao. Com a perda de cobertura as nanoparticulas
funcionam como pequenos imas havendo interagao dipolar e perda da repulsao
estérica, fato este que promove sua aglomeracdo e precipitacdo (Kiuckelhaus,
2003).

A fim de se obter a estabilidade da amostra, as nanoparticulas da amostra
de MagheCi foram recobertas com monocamada de citrato, molécula escolhida
para cobertura porque o citrato € um componente natural das células e participa
do ciclo do acido citrico onde é convertido em compostos intermediarios tais
como, oxalacetato, isocitrato, a cetoglutarato, CO,, entre outros (Nelson e Cox,

2005). Entretanto, na maioria dos 6rgaos analisados, os aglomerados de



nanoparticulas eram visualizados nas analises de microscopia de luz o que, em
tese, indica que estas particulas perderam pelo menos parte de sua cobertura e,
consequentemente, aglomeraram.

A formagao de aglomerados pode ocorrer devido a fagocitose realizada
pelos macrofagos presentes nos tecidos. Com o processo de fagocitose, as
nanoparticulas perdem sua cobertura, aglomeram e precipitam (Klckelhaus,
2003).

Referente as caracteristicas da amostra, cabe ainda ressaltar que o
processo de esterilizagdo € uma caracteristica imprescindivel para aplicagcao
destes materiais em sistemas biologicos e, até onde € de nosso conhecimento,
esta € a primeira vez que uma amostra de FM pode ser autoclavada pelo nosso
grupo de pesquisa sem, entretanto, acarretar alteragbes na sua composi¢ao ou

estabilidade.

6.2 Consideragbes sobre a Viabilidade dos Macréfagos do Peritbnio em

Presenca da Amostra MagheCi

O teste de viabilidade celular em macréfagos peritoneais € um teste
amplamente utilizado para verificar a toxicidade de compostos quimicos in vivo.

Os macréfagos sao as principais células presentes no peritbnio e atuam
na resposta primaria gerada na cavidade abdominal em resposta a infecgdes,
cancer (Neuhaus e Watson, 2004) e presenca de particulas estranhas.
Patogenos e células estranhas sdo fagocitados (opsonizadas ou n&o) por meio
de receptor Fc, C3b e manose e, subsequentemente, destruidos por
intermediarios reativos de oxigénio. Os macréfagos também atuam na regulagao
da resposta na fase aguda e liberacao de interleucinas do tipo 1, tipo 6 e fator de
necrose tumoral alfa (FNT-a) (Neuhaus e Watson, 2004).

A fagocitose de NPM pelos macrofagos peritoneais tem sido observada
em testes biologicos com varios FM, entre eles, o fluido magnético ibnico a base
de ferrita de manganés e tartarato (Lacava et al.,1999a), FM composto de
nanoparticulas de magnetita recobertas com carboximetildextrana (Guedes,
2005) e FM composto de nanoparticulas de ferrita de cobalto recobertas com
citrato (Kuckelhaus, 2003) sendo a morte observada proporcional ao numero de

nanoparticulas fagocitadas (Lacava et al., 1999b).



Além da atuagao dos macrofagos, sabe-se que a presenga de grandes
quantidades de ferro catalisa a formacao de radicais livres com potencial para
danificar membranas e estruturas celulares, podendo levar a morte (Emerit,
Beaumont, Trivin, 2001). Sestier e colaboradores (2002) mostraram que fluidos
magnéticos recobertos com acido dimercaptosuccinico ou dextrana apresentam
efeitos téxicos dose-dependentes sobre linhagens de macréfagos murinos e
mondécitos humanos irradiados. O efeito foi revertido com a utilizacdo de
quelantes de ferro, fato que evidencia a atuacdo desse elemento quimico nos
processos citotdxicos.

Porém, é interessante observar que estes dados diferem dos encontrados
neste trabalho onde ndo foram encontradas alteracbes na viabilidade dos
macrofagos peritoneais de camundongos e sugerem que as nanoparticulas de

maghemita recobertas com citrato ndo séo téxicas para estas células.

6.3 Consideragdes sobre a Contagem de Leucécitos do Sangue

A contagem diferencial de leucécitos do sangue (eosindéfilos, mondcitos,
linfocitos e neutrofilos) € um instrumento importante em analises patolégicas,
pois por meio desta € possivel constatar processos inflamatérios e alérgicos
decorrentes da acéo de drogas, parasitas e traumas, entre outros.

Durante o processo inflamatério ha migracdo de granulécitos e mondécitos
para o tecido afetado. Estes sado atraidos devido a liberacdo de produtos
teciduais como prostaglandinas, histaminas, bradicinina, serotonina, diferentes
produtos da reacdo do sistema complemento e linfocinas liberadas pelos
linfocitos ativados (Gyuton e Hall, 2002). Estes dados sugerem que a diminui¢cao
de mondécitos em 6 horas e 7 dias € decorrente de processo inflamatério induzido
pela amostra MagheCi.

A fagocitose de materiais estranhos presentes nos tecidos € papel
realizado principalmente pelos macréfagos. Uma vez ativados, os macréfagos
estimulam a inflamagao aguda através da secreg¢ao de citocinas, principalmente
fator de necrose tumoral (FNT) e quimiocinas que estimulam as células
endoteliais a expressarem moléculas de adesdo que medeiam a ligacdo dos
leucdcitos, recrutando-os para o sitio de infecgao (Abbas, Lichtman e Pober,
2003).



A diminuicao de leucdcitos totais e de linfocitos observada 6 horas apés a
administragdo da amostra MagheCi, assim como as alteragcbes dos mondcitos
indicam que estas células podem ter migrado para os 6rgaos, como observado
na analise histologica. Estes dados sugerem um processo inflamatoério brando
nesses animais, quadro este revertido nos tempos de administracao
subsequentes. Resultado semelhante foi encontrado por Garcia (2002) com a

utilizacdo de nanoparticulas de magnetita recobertas com citrato.

6.4 Consideracbes sobre a Genotoxicidade e Citotoxicidade da Amostra

MagheCi sobre a Medula Ossea

O teste de micronucleo em eritrécitos de camundongo € um teste
amplamente utilizado para avaliar os efeitos genotdxicos e citotoxicos da droga
teste (Schmid, 1975; Health Effects Test Guidelines, 1998; Krishna e Hayashi,
2000b) apos exposi¢ao do animal a substancia teste por via adequada. Além dos
efeitos clastogénicos sobre o material genético, este teste também permite
avaliar a agcdo sobre o fuso mitético celular (aneugénicos) (Schmid, 1975;
Krishna e Hayashi, 2000b).

O micronucleo (normalmente encontrado apenas um por célula) € um
pequeno nucleo adicional cujo didmetro varia de 1/20 a 1/5 do nucleo principal
do eritrécito. E produzido durante a teléfase da mitose (meiose) por fragmentos
cromossOmicos tardios ou cromossomos inteiros (Schmid, 1975) e, apds
expulsdo do nucleo principal, permanece no citoplasma podendo ser facilmente
visualizado (Schmid, 1975; Krishna e Hayashi, 2000b).

Para avaliagdo dos efeitos citotdxicos e genotdxicos, 2000 eritrécitos
policromaticos e 2000 normocromaticos devem ser analisados € 0 numero de
animais deve ser de no minimo 5 por grupo de tratamento (Krishna et al., 1995;
Krishna e Hayashi, 2000b).

O efeito citotoxico pode ser avaliado por meio da contagem dos eritrécitos
policromaticos (imaturos) e normocromaticos (maduros) encontrados na medula
ossea do animal, sendo a propor¢ao normal de aproximadamente 1:1 (Gollapudi
e McFadden, 1995). Nesta contagem, os eritrocitos policromaticos sao

diferenciados dos normocromaticos por meio da coloragao diferencial para acido



ribonucléico (ARN) (Health Effects Test Guidelines, 1998). O eritrocito
policromatico contém ARN, é basofilico e cora-se em azul claro ou acinzentado.
Diferentemente deste, o eritrécito normocromatico € aciddfilo, menor que o
policromatico e cora-se em laranja claro ou laranja-rosado (Krishna e Hayashi,
2000b). Quando a proporgao entre essas células € menor que 20 % do valor do
controle, a substancia teste € considerada citotoxica (Health Effects Test
Guidelines, 1998).

Os resultados encontrados no teste de micronucleo mostram, portanto,
que a amostra MagheCi nédo é citotoxica aos animais, na dose e tempos
utilizados. Estes resultados corroboram com trabalhos anteriores onde foram
utilizadas nanoparticulas de magnetita recobertas com citrato (Garcia, 2002).

O efeito genotdxico é avaliado por meio da incidéncia de micronucleos nos
eritrocitos policromaticos e normocromaticos (Krishna e Hayashi, 2000b). A fim
de garantir o controle de qualidade, padronizagao das condi¢bes de manutengao
dos animais e assegurar que todos os passos do experimento tem sido seguidos
precisamente, tem-se utilizados animais controle positivos (Krishna, Urda e
Paulissen, 2000a). Neste teste, os animais sao expostos a uma substancia
sabidamente genotdxica, como a ciclofosfamida que induz significante aumento
na frequéncia de micronucleos 24 horas apés sua administragcédo (Krishna et al.,
1995). Os resultados evidenciam que a ciclofosfamida, nos tempos e dose
utilizados, foi efetiva em causar efeito genotoxico sobre os eritrocitos da medula
O0ssea dos camundongos. Este feito, porém, nao foi observado nos animais
submetidos a administragdo de MagheCi, fato este que evidencia a agado nao
genotoxica desses materiais.

O teste de MN mostrou que a administragcdo de MagheCi n&o apresenta
efeito genotdxico sobre as células policromaticas da medula 6ssea. Ainda que a
presenca de micronucleo em eritrécitos normocromaticos tenha aumentado
significativamente 48 horas apds o tratamento com MagheCi, os resultados
encontram-se dentro dos parametros considerados normais para este tipo de

teste (3%) e, portanto, ndo apresentam efeito genotdxico para estas células.



6. 5 Consideragdes sobre a Histologia dos Orgaos

Entre as varias metodologias para investigar os efeitos das NPM nos
orgaos, a histologia assume grande relevancia. O figado, pulmdes, bago, rins,
cérebro e pancreas sao os 6rgaos mais comumente utilizados em analise
histolégica de animais submetidos a aplicagdo das NPM (Garcia, 2002;
Klckelhaus, 2003; Lacava et al., 2004; Guedes, 2005).

Para a analise histolégica em microscopia de luz, a coloragao por HE tem
sido amplamente utilizada. Nesta coloragdo, os aglomerados de NPM
apresentam-se sob a forma de agregados de cor marrom e sao facilmente
visualizados (Lacava et al., 2006). Por outro lado, para distinguir o ferro
endogeno do exdgeno, é utilizada a coloragao de Perls (coloragdo de Prussian).
Nesta coloragao, o ferro é visualizado na cor azul intenso. A formagao de
agregados azuis nos tecidos e dentro das células pressupbe a perda parcial ou
total da cobertura das NPM, neste caso, o citrato. Isto se deve ao fato de que,
quando colocadas em pH igual ou inferior a cinco e presenga de ferrocianeto de
potassio, as NPM formam precipitado de cor azul proporcional ao tempo de
reacao. Esta reacio evidencia, portanto, que em pH acido, como o existente no
interior dos lisossomas, as nanoparticulas perdem sua cobertura o que pode
promover sua agregagao e exposicdo dos ions férricos ao ferrocianeto de
potassio, levando a formagao do precipitado (Kuckelhaus, 2003).

O figado e bago sao 6rgaos que possuem grande quantidade de ferro
endogeno. No figado, o excesso € estocado na forma de hemossiderina nos
hepatocitos e macrofagos (Lieu et al.,, 2001) ou na forma de ferritina
(intracelular). No caso do bago, este € encontrado principalmente armazenado
na ferritina e hemossiderina (Pereira, Pereira e Sousa, 1999).

A hemossiderina é uma forma de armazenamento de ferro insoluvel e
ocorre quando a quantidade de ferro no organismo é superior aquela que pode
ser armazenada na ferritina. A hemossiderina forma aglomerados nas células e
quando corados podem ser facilmente visualizados ao microscopio como
particulas nos tecidos (Guyton e Hall, 2002). A presenga de agregados de
coloragao azul no bago de animais do grupo controle negativo e salina evidencia

a presenga de hemossiderina no bago destes animais. Ainda cabe ressaltar que,



além da hemossiderina, as trabéculas da polpa vermelha sao revestidas por
inumeros macrofagos cuja fungdo € a fagocitose de células senescentes, em
particular os eritrocitos, microorganismos e particulas estranhas que entram em
contato com eles (Gyuton e Hall, 2002). Dentro dos macrofagos, o ferro livre é
estocado na ferritina ou liberado na circulagdo onde se liga a transferrina
plasmatica (Emerit, Beaumont e Trivin, 2001).

A auséncia de alteragdes histologicas no bago até 7 dias apds da
administragao do fluido magnético e presenga de aglomerado de nanoparticulas
magnéticas sugerem que o fluido magnético, na dose e tempos de tratamento
utilizados, nao provoca alteracées histolégicas significativas neste érgéo.

Quanto a presenga das NPM, é interessante observar que diferentes
coberturas podem levar a diferentes comportamentos bioldégicos das NPM.
Klckelhaus e colaboradores (2004) mostraram que aglomerados de
nanoparticulas de ferrita de cobalto recobertas com citrato sdo encontradas
dentro dos fagocitos do figado, enquanto nanoparticulas de magnetita recobertas
com citrato (Garcia, 2002) sdo encontradas formando aglomerados no figado,
pulméao e bagco. Em ambos n&o foram encontrados danos teciduais ou infiltrados
celulares. Estes dados corroboram com os encontrados neste trabalho onde foi
encontrado aglomerado de nanoparticulas em todos os 6rgdos analisados e
auséncia de alteragdes histolégicas graves, exceto pela presenga de infiltrados
inflamatdrios em alguns animais.

Em relagdo aos agregados de nanoparticulas, ainda cabe ressaltar que as
nanoparticulas utilizadas possuem, em média, 10 nm de didmetro, tamanho este
insuficiente para serem visualizadas ao microscopio de luz. Portanto, deve-se
deduzir que estas se encontram aglomeradas nos 6rgaos. A formacao de
aglomerados nos orgaos tem sido encontrada em varios trabalhos com
nanoparticulas a base de magnetita recobertas com diferentes substancias:
acido poliaspartico (Sadeghiani et al., 2005), dextrana (Lacava, 2004), acido
citrico (Garcia, 2002). O mesmo efeito foi observado com nanoparticulas a base

de maghemita recobertas com fosfato (Portilho, comunicagao pessoal).



6.6 Consideragdes sobre a Biocompatibilidade da Amostra MagheCi

A biocompatibilidade € uma caracteristica imprescindivel para a aplicagao
das nanoparticulas magnéticas. Esta pode ser obtida por meio da andlise da
integridade tecidual e celular, fagocitose, processo inflamatério detectado por
infiltrado de células sanguineas e fibrose (Lacava et al., 2006).

Nanoparticulas de 6xido de ferro sdo conhecidas por serem nao toxicas e
eventualmente sdo quebradas para formar hemoglobina do sangue (Gupta e
Gupta , 2005).

Para que um fluido magnético seja biocompativel este deve ser
biodegradavel, hemocompativel e ndo toxico ao organismo. Além disso, as
nanoparticulas devem atravessar a barreira endotelial e se acumular nas células
alvo. Estas caracteristicas s&o obtidas através do recobrimento das
nanoparticulas com materiais biologicamente ativos (Lacava, 2006).

A biocompatibilidade tem sido encontrada em testes bioldgicos com
nanoparticulas a base de magnetita recoberta com diferentes substancias: acido
poliaspartico (Sadeghiani, 2005), citrato (Garcia, 2002), dextrana (Lacava, 2004).
O mesmo efeito, porém, ndo foi observado com nanoparticulas recobertas com
acido dodecanoico e alcool etoxilado (Freitas, 2000) e nanoparticulas de ferrita
de manganés recobertas com citrato (Lacava et al., 1999a ; Lacava et al.,
1999b).

Quanto as alteracbes nos tecidos as mais comuns sdo os infiltrados
inflamatorios. Estes comumente encontram-se associados a aglomerados de
nanoparticulas e podem ser observados em diferentes 6rgaos apos a exposi¢cao
as nanoparticulas a base de diferentes materiais e recoberta com variados tipos
de substancias: magnetita recoberta com DMSA (Garcia et al., 2005) no pulmao;
ferrita de manganés recoberta com citrato (Lacava et al, 1999b) no bago e rim,
por exemplo.

Tanto no bago quanto no figado, NPM e/ou granulos de ferritina sao
visualizados nos cortes histologicos (interior de macrofagos) durante todo o
intervalo experimental. A ativacdo de macrofagos via fagocitose ou endocitose
leva a secrec¢ao de grande numero de substancias que podem ter papel ativo na
reacao inflamatéria que vai desde morte celular até a sua proliferacao (Lacava,

2004). Em trabalho realizado com particulas de magnetita recobertas com acido



dodecandico e alcool etoxilado administradas intraperitonealmente em
camundongos, Freitas (2003) mostrou alteracdes histolégicas significativas, tais
como, infiltrado inflamatorio e fibrose, que estavam associadas com a produgao
de radicais livres.

Os radicais livres sdo espécies altamente reativas e promovem a oxidacao
de proteinas, peroxidagao dos lipidios de membrana e modificagcbes nos acidos
nucléicos (Lieu, 2001; Emerit, Beaumont e Trivin 2001; Videla et al., 2003;
Papanikolau e Pantopoulos, 2005). O ferro participa da reacédo de Fenton e
Haber-Weiss onde os radicais hidroxilas sao gerados, produzindo um estado proé-
oxidante nas células (Meneguini, 1997; Emerit, Beaumont e Trivin, 2001; Videla
et al., 2003). O excesso de ferro agrava o estresse oxidativo e leva a acelerada
degeneracéo tecidual (Papanikolau e Pantopoulos, 2005).

Patologias associadas ao excesso de ferro incluem fibrose nos érgéaos,
tais como no figado e coragdo com aumento de colageno (Templeton e Liu,
2003; Videla et al., 2003) e encontram-se intimamente relacionadas a geracgéo de
radicais livres pelos compostos a base de ferro (Pereira, Pereira e Sousa, 1999).
Alteracbes na espessura da capsula e deplecao da polpa vermelha do bacgo,
necrose, degeneragcao e ruptura do epitélio renal foram observadas apoés
administragao de solucao de ferro. Neste ponto vale ressaltar que a cobertura
presente nas nanoparticulas tenta minimizar o contato direto do ferro com o
tecido, fato este evidenciado pela auséncia de alteragcbes em muitas das
aplicagdes com nanoparticulas (Garcia, 2002; Kickelhaus, 2003; Guedes, 2005)

Ainda em relagdo ao excesso de ferro, também pode ocorrer aumento na
producdo de radical superoxido, fato este que acarreta dano em moléculas
organicas em geral e estimula resposta inflamatéria (Lacava, 2004; Templeton e
Liu, 2003). O ferro também aumenta a expressao de fator de necrose tumoral
alfa (FNT-a) (Templeton e Liu, 2003; Videla et al., 2003) e no caso do figado, a
célula de Kupffer é a principal produtora e liberadora desta citocina. Cabe, ainda,
ressaltar que o FNT-a é a principal molécula efetora na indugéo da produgao de
varias quimiocinas (IL-8, proteina-1a. inflamatéria de macréfago, proteina
quimioatrativa de macréfago e moléculas adesivas), moléculas chave na

inflamacé&o e dano hepatico (Videla et al., 2003).



O infiltrado inflamatério (12, 24 horas e 7 dias) e espessamento da parede
alveolar (24 horas e 7 dias) encontrado no pulmao de alguns animais tratados,
sugere que, sob condigbes aerdbicas, o ferro atue, da mesma maneira que no
figado, no aumento da produgéo de espécies reativas de oxigénio que levam aos
danos observados neste 6rgao.

Além do excesso de ferro no organismo, a geragao de radicais livres
também esta associada com o aumento na relagcdo da area existente em
particulas de pequeno tamanho, como € o caso das nanoparticulas. Alteracdes
nas vias aéreas tais como, dano epitelial, citotoxicidade, recrutamento de
eosindfilos, neutrofilos e mondcitos e concomitante aumento de quimiocinas e
citocinas (IL-5, IL-13, IL-6) tém sido encontradas quando nanoparticulas
ultrafinas compostas por dioxido de titdnio e carbono negro (Renwick et al.,
2004) ou carbono negro juntamente com ovoalbumina (Inoue et al., 2005) sao
utilizadas.

No caso do rim, a presenga de infiltrado inflamatoério na regido da pelve
sugere que o ferro presente no fluido magnético, por meio da geragdo de
radicais, pode ser o responsavel pelas alteragbes neste 6rgdo. Lacava e
colaboradores (1999b) mostraram que a aplicagao de fluido magnético a base de
ferrita de manganés recoberto com citrato em peritdnio de camundongos altera o
hilo renal de camundongos, provocando severa reagao inflamatoéria. Estes dados
corroboram com os encontrados neste trabalho e sugerem que o ferro tem papel
ativo nas alteracdes encontradas no rim dos animais tratados com MagheCi.

Apesar de alguns trabalhos indicarem a atuag&o do ferro nas alteragdes
encontradas no rim, sabe-se também que, em resposta a patdégenos, as células
tubulares epiteliais que revestem o néfron tém funcdo ativa contra infecgéo
urinaria ascendente. Neste processo, essas ceélulas geram componentes do
complemento, citocinas, quimiocinas, tais como IL-8, e B-defensinas (Thurman,
2006) fato este que explica o infiltrado linfocitario presente também no rim da

maioria dos animais dos grupos controle negativo e salina.



6.7 Consideragodes Finais

Os testes empregados na realizag&do deste trabalho tais como, viabilidade
celular de macrofagos peritoneais, contagem de leucécitos do sangue, ensaio de
micronucleo e % EPC em eritrocitos da medula éssea e analise histologica de
orgaos sao ferramentas imprescindiveis na investigagcao dos fluidos magnéticos
em sistemas biologicos.

A amostra MagheCi investigada neste trabalho apresenta varias
caracteristicas que indicam a sua biocompatibilidade, tais como, auséncia tanto
de alteracbes na viabilidade de macréfagos do peritbnio, como de
geno/citotoxicidade aos eritrécitos da medula 6ssea de camundongos. Cabe
ainda ressaltar que, durante todo o intervalo experimental, ndo foi observada
morte dos animais tratados com MagheCi.

Embora as células sanguineas tenham mostrado processo inflamatorio,
este foi brando e temporario. E possivel supor que este processo seja decorrente
de resposta normal do organismo quando em presenga de materiais estranhos,
tais como as nanoparticulas magnéticas. Processo similar pode ser aventado
para explicar os infiltrados celulares e concomitante aglomerado de NPM
encontrado nos o6rgdos de alguns animais tratados com MagheCi. Estudos
realizados com amostras feitas com nanoparticulas de maghemita recobertas
com citrato tém mostrado que este é um material promissor para aplicagdes

tanto na entrega de drogas quanto nas aplicagbes da magnetohipertermia.



7. CONCLUSOES



Os resultados obtidos por meio dos testes in vivo realizados cujo objetivo

era avaliar a biocompatibilidade de amostra MagheCi em camundongos fémeas

Swiss ndo-isogénicos, permitem concluir que:

A amostra MagheCi ndo é citotoxica para os macrofagos peritoneais como
constatado pelo teste de viabilidade celular;

A amostra MagheCi induz ligeiro e temporario processo inflamatério
detectado pela contagem de leucdcitos do sangue;

A amostra MagheCi nao induz efeito genotdxico ou citotdxico aos eritrocitos
da medula 6ssea, como constatado pelo teste de micronucleo e % EPC;

A amostra MagheCi forma aglomerado nos 6rgaos investigados: figado,
pulmao, baco e rins;

A administracdo de MagheCi ndo acarreta alteracbes histologicas
significativas nos 6rgaos investigados, exceto pela presenga de infiltrados
celulares associados aos aglomerados de NPM,;

Os diferentes testes utilizados permitem-nos concluir que a amostra MagheCi
apresenta biocompatibilidade, com potencial significativo para aplicagcbes

biomédicas.
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557,5
752,5

966,25

618,75

675,25

190,619

85,4792

467,5
890
106,25
378,75
775
523,5
314,548
141,053

% vivas
91,49659864
77,90178571
87,08010336
78,01724138
76,01918465
81,72103487

6,8
3,044440883

96,1038961
84,97757848
93,02325581
90,42690815
93,93939394
91,55868197

4,271174846
1,915325043

94,9197861
93,3988764
87,05882353
93,06930693
91,4516129
92,78892073
3,014104859
1,351616529

% mortas
8,503401361
22,09821429
12,91989664
21,98275862
23,98081535
18,27896513
36,87957194
16,53792464

3,896103896
15,02242152
6,976744186

9,57309185
6,060606061

8,44131803
16,25305059
7,288363491

5,080213904
6,601123596
12,94117647
6,930693069
8,548387097
7,211079274

7,38344613

3,31096239

vivas 10*
3362500
4362500
4212500
2262500
3962500
3632500

855569,985
383663,671

4625000
4737500
7000000
8737500
5812500
6182500
17209781
771739,059

4437500
8312500
925000
3525000
7087500
4857500
2929438,41
1313649,51

mortas10*
312500
1237500
625000
637500
1250000
812500
414672,31
185951,71

187500
837500
525000
925000
375000
570000
309813,45
138929,8

237500
587500
137500
262500
662500
377500
232244,48
104145,51

1
3362501
4362501
4212501
2262501
3962501
3632501

855571
383664,1

4625001
4737501
7000001
8737501
5812501
6182501
1720979
771739,5

4437501
8312501

925001
3525001
7087501
4857501
2929439
1313650

1

312501
1237501
625001
637501
1250001
812501
414673,31
185952,16

187501
837501
525001
925001
375001
570001
309814,45
138930,25

237501
587501
137501
262501
662501
377501
232245,48
104145,96

viaveis log
6,52666242
6,63973554
6,62454002
6,35458878
6,59796938
6,56020574
5,93225605
2,66020451

6,66511183
6,67554931
6,8450981
6,94138724
6,76436304
6,7911642
6,2357756
2,79631193

6,64713846
6,91973171

5,9661422
6,54715924
6,85049313

6,6864129
6,46678452
2,89990337

mortas
log

5,4948514
6,0925456
5,7958807
5,8044809
6,0969104
5,9098239
5,6177061
2,5191507

5,2730036
5,9229853
5,7201601
5,9661422
5,5740324
5,7558756
5,4911017
2,4623774

5,3756654
5,7690086
5,1383059

5,419131
5,8211865
5,5769181
5,3659473
2,4062544



Anexo 2 - Analise Estatistica (ANOVA) - Teste de Viabilidade Celular

Scheffe for mac vivos
Effect: Column 1
Significance Level: 5%

Mean Diff.  Crit. Diff ~P-Value

salina, 6h ,244 ,451 ,5826
salina, 12h ,031 ,451 >,9999
salina, 24h ,130 ,451 ,9520
salina, 48h -,100 ,451 ,9842
salina, 7d ,092 ,451 ,9892
6h, 12h -,213 451 ,7101
6h, 24h -,114 ,451 ,9718
6h, 48h -,344 ,451 ,2191
6h, 7d -,152 ,451 ,9098
12h, 24h ,099 ,451 ,9850
12h, 48h -,131 ,451 ,9502
12h, 7d ,061 ,451 ,9984
24h, 48h -,230 ,451 ,6425
24h, 7d -,037 451 ,9999
48h, 7d ,192 ,451 ,7900




Scheffe for mac mortos
Effect: Column 1
Significance Level: 5%
Mean Diff.  Crit. Diff P-Value

salina, 6h ,027 ,560 >,9999
salina, 12h -,215 ,560 ,8528
salina, 24h -,489 ,560 ,1146
salina, 48h -,324 ,560 ,5118
salina, 7d -137 ,560 ,9758
6h, 12h -,242 ,560 ,7816
6h, 24h -,516 ,560 ,0847
6h, 48h -,350 ,560 4248
6h, 7d -,164 ,560 ,9486
12h, 24h -,274 ,560 ,6792
12h, 48h -,109 ,560 ,9915
12h, 7d ,078 ,560 ,9982
24h, 48h ,166 ,560 ,9459
24h, 7d ,352 ,560 ,4181
48h, 7d 187 ,560 ,9131




Anexo 3 - Contagem Global e Diferencial de Leucdcitos

Grupos animal CGL Total Leu mon VR mon lin VR lin neu VR neu eos VR eos
experimentais
Controle negativo 1 203 10657,5 9 191,835 454 9677,01 35 746,025 2 42,63
2 176 9240 7 129,36 428 7909,44 57 1053,36 7 129,36
3 133 6982,5 4 55,86 391 5460,315 99 1382,535 6 83,79
4 138 7245 4 57,96 398 5767,02 74 1072,26 24 347,76
5 269 14122,5 5 141,225 396 11185,02 79 2231,355 20 564,9
salina 1 266 13965 2 55,86 423 11814,39 51 1424,43 24 670,32
2 117 6142,5 0 0 447 5491,39 45 552,82 8 98,28
3 218 11445 3 68,67 424 9705,36 68 1556,52 5 114,45
4 95 4987,5 3 29,92 462 4608,45 28 279,30 7 69,82
5 85 4462,5 4 35,70 440 3927,00 33 294,52 23 205,27
6 horas 1 87 4567,5 6 54,81 355 3242,92 133 1214,95 6 54,81
2 129 6772,5 2 27,09 412 5580,54 80 1083,6 6 81,27
3 107 5617,5 4 44,94 302 3392,97 181 2033,53 13 146,05
4 70 3675 10 73,50 271 1991,85 212 1558,20 7 51,45
5 79 41475 3 24,85 405 3359,47 77 638,715 15 124,42
12 horas 1 184 9660 3 57,96 415 8017,8 78 1506,96 4 77,28
2 125 6562,5 13 170,625 378 4961,25 106 1391,25 3 39,375
3 168 8820 6 105,84 414 7302,96 70 1234,8 10 176,4
4 115 6037,5 1 12,075 455 5494,125 39 470,925 4 48,3
5 84 4410 1 8,82 433 3819,06 61 538,02 5 44,1
24 horas 1 93 4882,5 4 39,06 433 4228,245 57 556,605 6 58,59
2 51 2677,5 1 5,355 423 2265,165 71 380,205 5 26,775
3 180 9450 5 94,5 414 7824,6 69 1304,1 12 226,8
4 206 10815 8 173,04 402 8695,26 73 1578,99 17 367,71
5 135 7087,5 6 85,05 404 5726,7 66 935,55 24 340,2
48 horas 1 125 6562,5 2 26,25 469 6155,625 23 301,875 6 78,75
2 244 12810 3 76,86 454 11631,48 43 1101,66 0 0
3 206 10815 62 1341,06 390 8435,7 31 670,53 15 324,45
4 72 3780 2 15,12 430 3250,8 64 483,84 4 30,24
5 143 7507,5 5 75,075 456 6846,84 33 495,495 6 90,09
7 dias 1 224 11760 0 0 404 9502,08 83 1952,16 13 305,76
2 177 9292,5 0 0 423 7861,455 66 1226,61 11 204,435
3 275 14437,5 3 86,625 420 12127,5 59 1703,625 18 519,75
4 80 4200 2 16,8 360 3024 112 940,8 26 2184
5 72 3780 2 15,12 416 3144,96 81 612,36 1 7,56




Anexo 4 — Analise Estatistica (ANOVA) para Leucdcitos

Fisher's PLSDfor CGL
Effect: Column 1
Significance Level: 5%
Mean Diff.  Crit. Diff P-Value

controle, salina 1449,000 | 4329,716 ,4986
controle, 6h 4693,500 | 4329,716 ,0346 | S
controle, 12h 2551,500 | 4329,716 2375
controle, 24h 2667,000 | 4329,716 2174
controle, 48h 2740,500 | 4329,716 ,2054
controle, 7d 966,000 | 4329,716 ,6512
salina, 6h 3244,500 | 4329,716 ,1360
salina, 12h 1102,500 | 4329,716 ,6061
salina, 24h 1218,000 | 4329,716 ,5691
salina, 48h 1291,500 | 4329,716 ,5461
salina, 7d -483,000 | 4329,716 ,8209
6h, 12h -2142,000 | 4329,716 ,3196
6h, 24h -2026,500 | 4329,716 ,3459
6h, 48h -1953,000 | 4329,716 ,3634
6h, 7d -3727,500 | 4329,716 ,0887
12h, 24h 115,500 | 4329,716 ,9568
12h, 48h 189,000 | 4329,716 ,9294
12h, 7d -1585,500 | 4329,716 ,4594
24h, 48h 73,500 | 4329,716 ,9725
24h, 7d -1701,000 | 4329,716 4277
48h, 7d -1774,500 | 4329,716 ,4083




Fisher's PLSDfor mon
Effect: Column 1
Significance Level: 5%
Mean Diff.  Crit. Diff P-Value

controle, salina 77,217 66,841 ,0251
controle, 6h 70,203 66,841 ,0402
controle, 12h 44,184 66,841 ,1865
controle, 24h 35,847 66,841 ,2813
controle, 48h 35,847 66,841 ,2813
controle, 7d 67,977 66,841 ,0465
salina, 6h -7,014 66,841 ,8314
salina, 12h -33,033 66,841 ,3201
salina, 24h -41,370 66,841 ,2153
salina, 48h -41,370 66,841 ,2153
salina, 7d -9,240 66,841 791
6h, 12h -26,019 66,841 4319
6h, 24h -34,356 66,841 ,3014
6h, 48h -34,356 66,841 ,3014
6h, 7d -2,226 66,841 ,9461
12h, 24h -8,337 66,841 ,8002
12h, 48h -8,337 66,841 ,8002
12h, 7d 23,793 66,841 4720
24h, 48h 0,000 66,841 .
24h, 7d 32,130 66,841 ,3332
48h, 7d 32,130 66,841 ,3332




Fisher's PLSDfor linfocito

Effect: Column 1

Significance Level: 5%

Mean Diff.  Crit. Diff P-Value
controle, salina 890,442 | 3651,231 ,6213
controle, 6h 4486,209 | 3651,231 ,0178
controle, 12h 2080,722 | 3651,231 ,2529
controle, 24h 2251,767 | 3651,231 ,2169
controle, 48h 1726,620 | 3651,231 ,3410
controle, 7d 896,007 | 3651,231 ,6191
salina, 6h 3595,767 | 3651,231 ,0533
salina, 12h 1190,280 | 3651,231 ,5097
salina, 24h 1361,325 | 3651,231 4514
salina, 48h 836,178 | 3651,231 ,6426
salina, 7d 5,565 | 3651,231 ,9975
6h, 12h -2405,487 | 3651,231 ,1880
6h, 24h -2234,442 | 3651,231 ,2204
6h, 48h -2759,589 | 3651,231 ,1328
6h, 7d -3590,202 | 3651,231 ,0537
12h, 24h 171,045 | 3651,231 ,9242
12h, 48h -354,102 | 3651,231 ,8440
12h, 7d -1184,715 | 3651,231 5117
24h, 48h -525,147 | 3651,231 ;7705
24h, 7d -1355,760 | 3651,231 4533
48h, 7d -830,613 | 3651,231 ,6448




Fisher's PLSD for neutrofilo

Effect: Column 1

Significance Level: 5%

controle, salina
controle, 6h
controle, 12h
controle, 24h
controle, 48h
controle, 7d
salina, 6h
salina, 12h
salina, 24h
salina, 48h
salina, 7d
6h, 12h

6h, 24h

6h, 48h

6h, 7d

12h, 24h
12h, 48h
12h, 7d

24h, 48h
24h, 7d

48h, 7d

Mean Diff.  Crit. Diff = P-Value
475,587 | 719,494 ,1866
-8,694 | 719,494 ,9804
268,716 | 719,494 ,4506
346,017 | 719,494 ,3330
346,017 | 719,494 ,3330
-27,384 | 719,494 ,9384
-484,281 | 719,494 ,1789
-206,871 | 719,494 ,5606
-129,570 | 719,494 , 7150
-129,570 | 719,494 , 7150
-502,971 | 719,494 ,1632
277,410 | 719,494 4363
354,711 | 719,494 ,3212
354,711 | 719,494 3212
-18,690 [ 719,494 ,9579
77,301 | 719,494 ,8274
77,301 | 719,494 ,8274
-296,100 | 719,494 ,4064
0,000 | 719,494 .
-373,401 | 719,494 ,2968
-373,401 | 719,494 ,2968




Fisher's PLSDfor eos

Effect: Column 1

Significance Level: 5%

Mean Diff.  Crit. Diff = P-Value
controle, salina 2,058 [ 210,784 ,9842
controle, 6h 142,086 | 210,784 ,1783
controle, 12h 156,597 | 210,784 ,1393
controle, 24h 29,673 210,784 7752
controle, 48h 184,548 | 210,784 ,0837
controle, 7d 29,316 | 210,784 7778
salina, 6h 140,028 | 210,784 ,1844
salina, 12h 154,539 | 210,784 ,1443
salina, 24h 27,615 210,784 , 7904
salina, 48h 182,490 | 210,784 ,0870
salina, 7d 27,258 | 210,784 ,7930
6h, 12h 14,511 | 210,784 ,8889
6h, 24h -112,413 | 210,784 ,2840
6h, 48h 42,462 | 210,784 ,6830
6h, 7d -112,770 | 210,784 ,2825
12h, 24h -126,924 | 210,784 2277
12h, 48h 27,951 210,784 ,7879
12h, 7d -127,281| 210,784 ,2264
24h, 48h 154,875 | 210,784 ,1435
24h, 7d -,357 | 210,784 ,9973
48h, 7d -155,232 | 210,784 ,1426




Anexo 5 - Ensaio de Microntcleo em Eritrécitos de Medula Ossea de Camundongos

tratamento Animal ENC MNENC EPC MNEPC %EPC
Salina 1 2000 0 1323 2 39,81
2 1876 1 1997 1 51,56
3 1423 0 2000 3 58,42
4 2000 0 1887 1 48,54
5 1868 1 2000 0 51,7
24 horas 1 1873 1 2000 3 51,63
2 1300 0 2000 2 60,6
3 1713 1 2000 2 53,86
4 1844 1 2000 2 52,02
5 1418 0 2000 3 58,51
48 horas 1 2000 1 1423 3 41,57
2 2000 1 1843 1 47,95
3 1998 1 1946 2 49,34
4 1672 1 2000 4 54,46
5 1386 3 2000 5 59,06
7 dias 1 2000 0 1392 2 41,03
2 1401 0 2000 3 58,8
3 2000 0 1719 1 46,22
4 1918 0 2000 2 51,04
5 2000 2 1210 4 37,69
CP 1 1954 3 1995 28 50,51
2 2000 2 1283 30 39,08
3 2000 1 1355 80 40,38
4 1942 3 1860 50 48,92
5 1964 2 2000 54 50,45

CP — controle positivo (ciclofosfamida 40mg/Kg)

ENC - eritrécito normocromatico

PCE - eritrdcito policromatico
NM - Micronucleo




Anexo 6 - - Analise estatistica do Ensaio Micronucleo — Mann- Whitney (p<0,05)

Mann-Whitney U Test (new.sta)

By variable
GRUPOS CP xS
Group 1: 1 Group 2: 2
Rank Rank
Sum Sum z Valid N Valid N 2*1sided
Group1 |Group2 |U Z p-level adjusted p-level Group 1 Group 2 exact p
MNENC 39 16 112,402272|0,016299| 2,478553|0,013197 5 5 0,015873
MNEPC 40 15 0/2,611165]0,009028| 2,619114| 0,00882 5 5 0,007937
%EPC 22 33 7] -1,14891 | 0,250601 -1,14891 | 0,250601 5 5 0,309524
Mann-Whitney U Test (new.sta) | CP x 24 h
By variable
GRUPOS
Group 1: 1 Group 2: 3
Rank Rank
Sum Sum Z Valid N Valid N 2*1sided
Group1 |Group2 |U Z p-level adjusted p-level Group 1 Group 2 exact p
MNENC 38,5 16,5 1,5]2,297825|0,021578 | 2,394072|0,016668 5 5 0,015873
MNEPC 40 15 0]2,611165|0,009028 2,65165 | 0,008014 5 5 0,007937
%EPC 15 40 0] -2,61116|0,009028 -2,61116|0,009028 5 5 0,007937
Mann-Whitney U Test (new.sta) | CP x48 h
By variable
GRUPOS
Group 1: 1 Group 2: 4
Rank Rank
Sum Sum Z Valid N Valid N 2*1sided




Group1 |Group2 |U Z p-level adjusted p-level Group 1 Group 2 exact p
MNENC 34 21 6]1,357806 | 0,174535 1,474061 | 0,140475 5 5 0,222222
MNEPC 40 15 0]2,611165|0,009028 | 2,611165|0,009028 5 5 0,007937
%EPC 23 32 8| -0,94002 | 0,347215 -0,94002|0,347215 5 5 0,420635
Mann-Whitney U Test (new.sta) | CP x 7 d
By variable
GRUPOS
Group 1: 1 Group 2: 5

Rank Rank

Sum Sum z Valid N Valid N 2*1sided

Group1 |Group2 |U Z p-level adjusted p-level Group 1 Group 2 exact p
MNENC 35 10 0| 2,44949|0,014311 2,581989|0,009828 5 4 0,015873
MNEPC 35 10 0| 2,44949|0,014311 2,45976 | 0,013908 5 4 0,015873
%EPC 21 24 6| -0,9798|0,327194 -0,9798 | 0,327194 5 4 0,412698
Mann-Whitney U Test (new.sta) | S x 24 h
By variable
GRUPOS
Group 1: 2 Group 2: 3

Rank Rank

Sum Sum Z Valid N Valid N 2*1sided

Group1 |Group2 |U Z p-level adjusted p-level Group 1 Group 2 exact p
MNENC 25 30 10| -0,52223 | 0,601512 -0,6 | 0,54851 5 5 0,690476
MNEPC 20,5 34,5 55| -1,46225|0,143682 -1,53362 | 0,125132 5 5 0,150794
%EPC 19 36 4| -1,77559| 0,07581 -1,77559| 0,07581 5 5 0,095238
Mann-Whitney U Test (new.sta) [Sx 48 h
By variable
GRUPOS
Group 1: 2 Group 2: 4

|Rank  |Rank z Valid N Valid N | 2*1sided




Sum Sum

Group1 |Group2 |U Z p-level adjusted p-level Group 1 Group 2 exact p
MNENC 19 36 4| -1,77559| 0,07581 -2,03189|0,042173 5 5 0,095238
MNEPC 20 35 5| -1,5667)0,117195 -1,59599 | 0,110502 5 5 0,150794
%EPC 27 28 12| -0,10445]0,916816 -0,10445|0,916816 5 5 1
Mann-Whitney U Test (new.sta) |[Sx7d
By variable
GRUPOS
Group 1: 2 Group 2: 5

Rank Rank

Sum Sum Z Valid N Valid N 2*1sided

Group1 |Group2 |U Z p-level adjusted p-level Group 1 Group 2 exact p
MNENC 29 16 60,979796 | 0,327194 1,352247|0,176306 5 4 0,412698
MNEPC 21,5 23,5 6,5| -0,85732|0,391274 -0,8914 1 0,372721 5 4 0,412698
%EPC 26 19 910,244949|0,806498 | 0,244949 | 0,806498 5 4 0,904762
Mann-Whitney U Test (new.sta) |24 hx48 h
By variable
GRUPOS
Group 1: 3 Group 2: 4

Rank Rank

Sum Sum Z Valid N Valid N 2*1sided

Group1 |Group2 |U Z p-level adjusted p-level Group 1 Group 2 exact p
MNENC 21 34 6| -1,35781|0,174535 -1,67829| 0,0933 5 5 0,222222
MNEPC 24,5 30,5 9,5| -0,62668 | 0,530874 -0,65509 | 0,512416 5 5 0,547619
%EPC 33 22 711,148913]0,250601 1,148913 | 0,250601 5 5 0,309524
Mann-Whitney U Test (new.sta) |24 hx7d
By variable
GRUPOS

Group 1: 3 Group 2: 5




Rank Rank

Sum Sum Z Valid N Valid N 2*1sided

Group1 |Group2 |U Z p-level adjusted p-level Group 1 Group 2 exact p
MNENC 31 14 1,469694 | 0,141654 1,788854 | 0,073648 5 4 0,190476
MNEPC 28 17 0,734847)0,462438| 0,821584| 0,41132 5 4 0,555556
%EPC 31 14 1,469694 | 0,141654 1,469694 | 0,141654 5 4 0,190476
Mann-Whitney U Test (new.sta) |48 hx7d
By variable
GRUPOS
Group 1: 4 Group 2: 5

Rank Rank

Sum Sum Z Valid N Valid N 2*1sided

Group1 |Group2 |U Z p-level adjusted p-level Group 1 Group 2 exact p
MNENC 35 10 2,449490,014311 2,683282|0,007294 5 4 0,015873
MNEPC 29 16 0,979796 | 0,327194 1,0052490,314784 5 4 0,412698
%EPC 27 18 0,489898 | 0,624209 | 0,489898 | 0,624209 5 4 0,730159




	6.6 Considerações sobre a Biocompatibilidade da Amostra Magh

