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RESUMO

A nanobiotecnologia consiste em um campo de pesgeisergente e promissor.
Materiais nanoestruturados, tais como fluidos mitgms e magnetolipossomas (ML), tém
sido propostos como sistemas de entrega de drogasneterapia contra o cancer, entre
outras aplicacdes em biomedicina. Em particular,9@b estruturas fisiologicamente estaveis,
constituidas por nanoparticulas magnéticas (NPM)ndicionadas em uma bicamada
fosfolipidica. Uma amostra de ML contendo nanopalés de maghemita recobertas com
citrato encapsuladas em lipossomas (denominada @R} foi sintetizada com propdsitos
de aplicacbes biomédicas. Polietilenoglicol (PE®Gi) dssociado a bicamada lipidica. A
proposta deste estudo foi investigar o comportameitlogico de ML-Magh (1,0 x 16
particulas/ mL), avaliando sua biocompatibilidaedcidade por meio de testasvitro ein
vivo. O tamanho e o potencial de carga de superficidoforam estudados e apresentaram
diametro médio de 124 nm e carga negativa (potereta, -24,4 mV). Nos testés vitro,
células ductais de glandula submandibular humai&GjH células mesangiais (CM) foram
cultivadas durante 24 horas na presenca de ML-Maglduas diferentes doses (@0 and
100 pL). Andlises por microscopia de luz mostraram quie-MWagh ndo induz alteracfes
morfolégicas em ambos os tipos celulares. Parasiedn vivo, 100uL de ML-Magh foram
endovenosa ou intraperitonealmente administradacamundongos fémeas Swiss (n=5-6).
Animais controle (n=3) foram tratados com solucalina tamponada por fosfato (PBS). Os
efeitos da amostra ML-Magh foram investigados de rBhutos até 30 dias apos
administracdo, dependendo do teste. A viabilidadedlulas peritoneais investigada por meio
de dois diferentes métodos, exclusao por Nigrositadeto de Propidio, ndo foi afetada. A
contagem de leucécitos do sangue indicou que MLHVIago apresenta potencial pro-
inflamatorio. Apenas um aumento na populacédo dméfiss foi observado, uma hora apos
administracdo de ML-Magh, sugerindo um ligeiro @sso alérgico. A auséncia de
genotoxicidade e citotoxicidade foi confirmada extjvamente, pelo teste de micronuicleo e
porcentagem de eritrdcitos policromaticos. A aeadtistopatoldgica realizada em trés tecidos
mostrou poucos agregados de NPM em pulmdes e bagenhum no figado. Alteracdes
morfolégicas ndo foram encontradas nestes tecidemntk todo o periodo experimental. Os
raros infiltrados inflamatérios observados apétatrento no figado e nos pulmdes também
foram vistos nos animais controle. Testes bioquimicealizados no sangue mostraram
alteracOes irrelevantes, uma vez que as conceafrad® alanina aminotransferase (ALT),
fosfatase alcalina (FA), uréia e creatinina foramnstantes em quase todos 0s tempos apos
administracdo de ML-Magh, sugerindo auséncia deslhepéticos e renais. A determinacéo
dos niveis de ferro sérico mostrou que ML-Magh alerou significativamente os niveis de
ferro, exceto em testes com o dobro (RQ) da concentracdo usual. Os dados sugerem que a
amostra investigada € biocompativel e tem potenpada ser usada em aplicacbes
biomédicas, especialmente como agentes na teramiérac 0 cancer, por meio da
magnetohipertermia ou sistemas de entrega de drogas

Palavras-chave: Nanobiotecnologia. Nanotoxicolodfgnetolipossomas. Nanoparticulas
magnéticas. Biocompatibilidade.



ABSTRACT

Nanobiotechnology represents an emerging and pmogi research field.
Nanostructured materials, such as magnetic flunds raagnetoliposomes (MLs), have been
proposed for drug-delivery systems and thermaldbasecer therapy amongst other several
applications in biomedicine. In particular, MLs aphysiologically stable structures,
consisting of magnetic nanoparticles (MNPs) wrappgda phospholipid bilayer. A ML
sample containing citrate-coated maghemite nanicfestencapsulated in liposomes (called
ML-Magh) was synthesized for biomedical applicasigrurposes. Polyethylene glycol (PEG)
was grafted onto the liposome bilayer. The aimhed tvork was to investigate the biological
behaviour of ML-Magh (1,0 x 10 particle/ mL), by evaluating their biocompatibility
toxicity through in vitro and in vivo tests. Therpele size and surface charge potential of
MLs were determined. They presented a mean pasizé&of 124 nm and a negative surface
charge, as determined by measuring the zeta paltg¢r24,4 mV). To perform the in vitro
test, human submandibular duct cells (HSG) and ngegbcells (CM) were cultivated during
24 hours in the presence of the ML-Magh samplevatdifferent doses (5AL and 100uL).
Analysis by light microscopy showed that ML-Maghedonot induce morphological
alterations on both cellular types. For the in vigsets, 10QL of the ML-Magh sample were
endovenously or intraperitoneally administrated fémnale Swiss mice (n=5-6). Control
animals (n=3) were treated with phosphate buffe@te (PBS). ML-Magh sample effects
were investigated from 30 minutes until 30 day®rathe administration. The viability of
peritoneal cells was not affected by the ML-Magtatment, as investigated by two different
methods: nigrosin dye exclusion and propidium iedekclusion. The leukocytes cytometry
indicated that ML-Magh has no pro-inflammatory awoti The eosinophil population
presented an increase one hour after ML-Magh adtratiion, suggesting a slight allergic
process. Absence of genotoxicity and cytotoxicigsweonfirmed by micronucleus test and
polychromatic erythrocyte percentage, respectivete histopathology analysis performed in
three tissues showed few particle clusters inihgd and spleen. Clusters were not observed
in the liver. No morphological alterations were fiduin these tissues during all the
experimental time. The rare inflammatory infiltaatiobserved in the liver and lungs of ML-
Magh-treated mice was also observed in control alsnmBiochemical blood tests showed
irrelevant alterations. Concentrations of alanimenatransferase (ALT), alkaline phosphatase
(ALP), urea, and creatinine were constant almolsioatr the experiment, suggesting no
hepatic or splenic injury. The levels of serum iere not affected by ML-Magh treatment.
Nevertheless, serum iron levels are dose-depenDatd. suggest that the investigated sample
is biocompatible and it has potential to be usediomedical applications, especially as
agents for anticancer therapy through magnetohyperia and drug delivery systems.

Keywords: Nanobiotechnology. Nanotoxicology. MagnetolipogsmMagnetic nanoparticles.
Biocompatibility.
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A nanotecnologia € o ramo da ciéncia responsaveldesenvolvimento e pesquisa de
estruturas e materiais manipulados em escala nancam&m nandmetro (nm) corresponde a
bilionésima parte do metro (1x10n) e as estruturas produzidas em escala que \emia,
geral, de 1 a 100 nm, acabam assumindo novas edaples (fisicas (mecanicas, elétricas),
guimicas, biologicas) e fendmenos inéditos (MeRireenta, 2004; Scheu et al., 2006), como
0 comportamento superparamagnético das particulasdg na nanoescala o que significa
gue o0 magnetismo ndo é mais retido apos remocamanhpo magnético (Berry e Curtis,
2003). Um dos principais fatores que faz com queas®materiais sejam significativamente
diferentes de outros materiais € o aumento relatevauperficie de contato. O fato de que
inUmeras reac¢des quimicas podem ocorrer na supetfis particulas implica que uma dada
massa de material nanoparticulado serd muito reaisva que a mesma massa de material
feito com particulas grandes, o que pode afetarcasportamentos Optico, elétrico e
magnético dos materiais (Pison et al., 2006).

Idéias acerca daanotecnologia vém sendo construidas ao longo d®sranos. Em
1959, o fisico americano Richard Feynman chamoncate para o fato de que néo havia
obstaculos tedricos a construcdo de pequenos dispsscompostos por elementos de
tamanho muito reduzido, e que na dimensao aton@cand ser esperados eventos diferentes
e novos efeitos (Alves, 20Q4Pesde entdo, a nanociéncia tem apresentado cesgoim
acelerado e o grande interesse cientifico nessa @relemonstrado, tanto pelos altos
investimentos observados nos ultimos anos, como pémero crescente de patentes e
publica¢bes relacionados ao tema (Hullmann e M&@#)3;Silva, 2004).

No tocante a exploracdo das novas possibilidafe®adas pela manipulacdo da
matéria em escala tdo reduzida, uma area em ewadénrg nanomedicina, que consiste na
nanotecnologia aplicada a area médica, e que vetorsgndo cada vez mais interessante,
pois busca novas formas de diagnostico (Herr, 20Q61, 2007) e terapia para diversas
doencas que acometem a saude humana (Freita®3), R&intese e o desenvolvimento de
estruturas em nanoescala podem ser importantesaplcacfes biomédicas, uma vez que as
nanoparticulas sédo perfeitamente capazes de imte@y sistemas bioldgicos de tamanho
também pequeno, como células, virus, proteinaBNAa

As nanoparticulas magnéticas (NPM) inspiram insegspecial, podendo ser
utiizadas para preparar nanocompositos magnéticdkiidos magnéticos e
magnetolipossomas (Lacava e Morais, 2004) que,qemn empregados na area biomédica,
devem ser biocompativeis (Lacava et al.,, 2004)na die se evitar efeitos bioldgicos

indesejaveis, tais como inflamacdo ou dano ao mhgemético (Freitas et al., 2002).
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Caracteristicas ideais de biocompatibilidade podemobtidas por meio do controle
dos parametros fisicos das NPM, como tamanho, glilsitidade magnética, e também pelo
recobrimento com materiais biologicamente ativom@ peptideos, vitaminas, nucleotideos e
anticorpos (Lacava e Morais, 2004). Um tipo espeatgarecobrimento é obtido quando as
NPM sdo encapsuladas em lipossomas, vesiculasasmila membranas celulares, que
apresentam caracteristicas adequadas e interesgamnte aplicacdes biomédicas (Banerjee,
2001; Hodenius et al., 2002; Muller e Keck, 20(#3sas coberturas lipossomais evitam a
fagocitose imediata das NPM pelo sistema fagooitéwdononuclear (SFM) e fazem com que
permanecam na circulagcao tempo suficiente paraepan a sua acao. Os lipossomas podem
também ser associados ao polietilenoglicol (PEGmero flexivel e hidrofilico, capaz de
minimizar ainda mais o reconhecimento e captacad\é pelo SFM (Dong e Feng, 2007).
A Doxorrubicina Lipossomal associada ao PEG (DLdt)scste em um exemplo interessante
de formulagdo lipossomal de um quimioterapico (dnMmcina), que sofre baixa captacao
pelo SFM, tanto por estar ligada a polimeros (PEG)N0 por possuir uma camada lipidica
semelhante a membranas celulares. A DLP tem ssfadiz com sucesso em estudos clinicos
em pacientes portadores de metastases cerebraenotes de tumores solidos (Caraglia,
2006).

Materiais magnéticos nanoestruturados tém sidoogtop em diversas aplicacdes na
area médica, tais como diagnéstico - pela melhoraahtraste em imagens de ressonancia
magnética nuclear (RMN) - e terapéutica - com poédidade para utilizacdo na
magnetohipertermia, no desenvolvimento de sistelaantrega de drogas a sitios especificos
e até mesmo na terapia génica, todas elas dire@eradiversas patologias, com particular
interesse no cancer

Anualmente, seis milhdes de pessoas morrem desrc&oc mundo e cerca de dez
milhdes de novos casos séo diagnosticatiuerational Agency for Research on Cancer,
2003). Para o tratamento da doenca, as trés principais abordagens atuais sdao a
cirurgia, radioterapia e quimioterapia, cuja escolha depende do tipo de tumor e do
estagio de seu desenvolvimento (Rang et al., 2bdbora estes tratamentos sejam de
grande valor, podem apresentar desvantagens agiies, como complicacdes pos-cirurgicas
e toxicidade sistémica. Por esta razdo, pesquisasbgscam métodos alternativos de
tratamento estdo em evidéncia (Rothenberg, Carbai@hnson, 2003) e visam sempre ser
mais eficientes em relacédo as terapias convensi@aiinimizar os efeitos colaterais. O uso
de biomateriais baseados em NPM tem mostrado graotéacial como arma para combater

0 cancer pois podem, entre outras, detectar prewrde a doenca melhorando o contraste em
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imagens de RMN e destruir células tumorais em mietdstases, por meio da técnica de
magnetohipertermia (Berry e Curtis, 2003).

A ressonancia magnética nuclear € uma técnica amepla utilizada na area
biomédica e destaca-se devido a obtencdo de imagensas do organismo que apresentam
alta resolugéo espacial e um bom contraste enttecaos, sobretudo quando sao utilizados
agentes de contraste adequados, capazes de restigduras microscopicas na imagem e
assim possibilitar o diagnéstico precoce de diversatologias. Ghanodiagndstico tem a
finalidade principal de identificar doencas o ny@iecocemente possivi@ison et al., 2006),

e quando associado a RMN representa uma tentagiveedcer importante limitagcdo no
diagnostico de metéstases “ocultas” em linfonodosdnos, uma vez que estas ndo causam
aumento no tamanho do linfonodo. Nanoparticulafotlidpicas superparamagnéticas tém
sido testadas como agente de contraste em imagdRBIN. Um estudo clinico revelou que a
técnica é sensivel e segura para auxiliar na detede metastases em pacientes com cancer
de préstata, enquanto a RMN convencional ndo sapaz de identificar tais metastases em
seus estagios iniciais (Mukesh et al., 2003).

O diagnéstico precoce de micrometastases posaikditintervencdo terapéutica
imediata, seja por radio, quimioterapia, ou ainda meio da magnetohipertermia. O
carcinoma hepatocelular é exemplo de cancer muoitoum, cujo método mais efetivo de
tratamento € a remocao cirargica que €, entretamiicada a poucos pacientes. Esse fato
ilustra a grande necessidade de se encontrar mogtslos para tratar esta doencga, como a
magnetohipertermia que além de induzir morte celdaantiproliferativa para este tipo de
cancer (Yan et al., 2005).

A magnetohipertermia tem se mostrado uma alteanamiuito promissora para tratar
tumores. A técnica consiste em infiltrar o tecitaom NPM e posteriormente aplicar um
campo magnético de freqiiéncia alternada, capatedarea temperatura local até 422@5
destruindo as células tumorais sem afetar as nsrifyan et al., 2005). As particulas
transformam a energia do campo magnético alterrerdocalor por meio de diversos
mecanismos fisicos (Ma et al., 2004), proporcionamnt aquecimento local capaz de destruir
as células tumorais, mais susceptiveis a variagéasemperatura do que as células normais
(Neilsen, Horsman e Overgaard, 2001).

Em adicdo a essas potenciais melhoras na arenoddiap e terapéutica, as NPM
devido a sua susceptibilidade magnética, possililiseu direcionamento e manutencdo em
sitios especificos do organismo com o uso de magrmetternos, 0 que representa vantagens

relacionadas a entrega de drogas a sitios espeacificliberacdo controlada de agentes
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terapéuticos. O objetivo desses sistemas é o melotrole sobre a farmacocinética e
farmacodinamica, toxicidade, imunogenicidade e dwonhecimento dos sistemas em
questao, a fim dmelhorar a eficacia de drogas. Os novos entregadi@erogas, conjugados
a nanossistemas, podem ser produzidos de modoreresofuma degradacéo controlada,
reagirem a estimulos e serem sitio-especifico®iiRas al., 2006). Sengupta e colaboradores
(2005) desenvolveram nanocélulas constituidas mar nenoparticula nuclear e um envelope
extranuclear lipidico, que sao preferencialmenteriorizadas por células tumorais. A
estrutura deste sistema permite a liberacdo ceaw@olde duas drogas: inicialmente, o
envelope externo libera um agente antiangiogémmaasando interrupgéo vascular local e,
posteriormente, a nanoparticula central, ja apr&ia no tumor, libera um agente
quimioterapico. Usando esta estratégia, é posairaentar a eficacia terapéutica antitumoral
ao mesmo tempo em que se reduz a toxicidade anismgya

Nos ultimos anos, drogas alvo-especificas esta@mlosenvestigadas para serem
utilizadas em quimioterapia, pois apresentam beixeidade aos tecidos normais e reducéo
no custo dos tratamentos, uma vez que a dosermadamecessaria passa a ser menor. Estas
drogas podem atuar de forma ativa, quando ligadadieorpos especificos contra as células
tumorais, ou de forma passiva, se ligadas a sublatimmagnéticas que podem ser
direcionadas ao local desejado pela aplicacdo deampo magnético externo (Lemke et al.,
2004). Em um estudo clinico de fase | foi avaliado sistema de entrega do quimioterapico
epirrubicina associado a fluido magnético para memcuperficiais, utilizando magnetos
externos para o direcionamento da droga e examesagem por RMN para detectar a
presenca da droga no local-alvo. A tolerancia daSeptes ao tratamento e auséncia de
efeitos colaterais foi considerada satisfatéri@matlie ter sido observado acumulo da droga no
tumor e regressdo tumoral. O efeito local obtidm @ptratamento permite o uso de agentes
antineoplasicos que seriam muito toxicos para oarosgno caso fossem utilizados
sistemicamente (Lemke et al., 2004). Um composhase de nanoparticulas de albumina
ligadas ao quimioterapico paclitaxel (ABI-007, 113®) mostrou, em estudo clinico de fase
[l em mulheres portadoras de cancer de mama, seositoxico, com importante diminui¢cao
da neuropatia causada pelo paclitaxel na sua feratk&do. A especificidade da droga
nanoparticulada ao tumor resulta em um aumentoudeasividade antitumoral sem haver
toxicidade ao organismo, elevando a eficacia doicaetento, sua concentragdo no local do
tumor e a seguranca em seu uso. A entrega prei@relacdroga ao alvo pode ocorrer, entre
outros fatores, devido a interacdo com receptoeealliimina, o que facilita seu transporte

para o interior das células (Gradishar et al., 2005
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Novos sistemas para utilizacdo clinica estdo sgmdpostos, como a utilizacdo de
nanocapsulas, a fim de aumentar a protecdo da drog@a a degradacdo nos fluidos
biologicos, melhorar a penetracdo nas células, areilha eficacia de drogas ja existentes e
assim criar novos sistemas de tratamento efica2eécido Usnico, por exemplo, € uma
substancia cuja atividade antitumoral j4 é conlgaid entanto, suas aplicacdes sao limitadas
devido a hepatotoxicidade que induz. Em estudos-clprieos, o acido Usnico
nanoencapsulado apresentou maior efeito na regréss@ral e menor toxicidade quando
comparado ao acido usnico na forma livre (Santat ,e2006).

O uso de sistemas de entrega de drogas tambéstaitiealtil no emprego da terapia
fotodinamica (TFD), uma modalidade de tratamentselda na aplicacdo de substancias
fotossensiveis que devem se acumular nas célulaseaser entdo ativadas por uma fonte
luminosa de comprimento de onda especifico, rasldtaem um processo capaz de gerar
espécies reativas de oxigénio, responsaveis pelo de membranas celulares e consequiente
destruicdo tumoral. O mecanismo de acdo tambéne psthr relacionado a destruicdo
vascular tumoral e ativacdo da resposta imune &antumor (Dolmans, Fukumura e Jain,
2003). A utilizacdo da luz como alternativa terdam@upara diversas doencas ja ocorre ha
milhares de anos (Ackroyd et al., 2001), mas foitftono século, sobretudo nos ultimos
anos, que a TFD passou a se destacar no tratageedtgengcas como o cancer.

O tratamento de cancer de pele utilizando a TFBejaonstrou sucesso em estudos
clinicos e muitos agentes de uso topico ja sao egagdos na pratica clinica (Ackroyd et al.,
2001; Simplicio, Maionchi e Hioka, 200A.dificuldade a ser vencida atualmente € formular
sistemas para TFD que possam atingir tumores mafsiquos (Bown et al., 2002), e a
associagdo de nanoparticulas a agentes fotosssrngivedemonstrado enorme potencial até
mesmo contra canceres cerebrais, que sdo agressdifiseis de tratar (Gao et al., 2006). E
importante destacar que nestes sistemas 0 agemtpreéisa se dissociar de seu carreador
para ser ativado, ou seja, ele pode ser ligado ateeina estavel a NPM e ser conduzido ao
sitio alvo, sem precisar sofrer uma liberagéo |@mhdo ativado somente por aplicacao de luz
de comprimento de onda adequado, 0 que corrobonaacespecificidade ao alvo, uma vez
gue a fonte luminosa sera direcionada apenas abdesejado (Dolmans, Fukumura e Jain,
2003).

No futuro, espera-se que a TFD continue a seradii como modalidade Unica ou em
combinagcdo com quimioterapia, cirurgia, radioteaapi outras estratégias novas, como a
terapia antiangiogénica (Ferrario et al., 20@0p magnetohipertermia, para combater o

cancer. Varios sistemas de entrega tém sido testmiomodelos pré-clinicos e constituem
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exemplos importantes desses sistemas o0s liposseni@sinolipossomas, que podem ser
conjugados a fotossensibilizadores (Dolmans, Fukarawain, 2003; Oliveira et al., 2006).

Além de entregar drogas a alvos especificos, acmadce a biologia ainda poderao se
beneficiar bastante com a sintese de nanopartiaidaseem utilizadas como vetores nao virais
para entrega de genes. Técnicas de transferénmieagéor sistemas nanoparticulados tém
sido testadas e os resultados apontam para um c@wpo de atuacdo promissor para a
nanobiotecnologia (Lavertu et al., 2006; Bhavsangji, 2007). As principais vantagens em
relacdo aos vetores virais sdo a nao ocorrénaiecdenbinacdo endogena, auséncia de efeitos
oncogénicos e de reacgdes imunoldgicas. PlasmideosDNA podem ser ligados a
biopolimeros formando complexos nanométricos (208086 nm) que apresentam alta
eficiéncia na transferéncia génigavitro. Melhorias nos parametros de formulacdo e nas
condicbes de transfeccdo podem levar a utilizagéion@hoestruturas na terapia génica
(Lavertu et al., 2006).

A pesquisa de novas drogas e sistemas diagndsicapéuticos deve passar por uma
série de etapas até ser avaliada por autoridagekarérias e aprovada para uso em humanos.
Testesin vitro e in vivo em diferentes espécies animais consistem nas ipgsnetapas de
estudos, os pré-clinicos, que depois passam aodosstlinicos, em seres humanos, que
avaliam em suas fases a seguranca da nova driggantoa, dose adequada, farmacocinética,
efeitos adversos, entre outros parametros (ANVISZQ8). Alguns sistemas baseados em
nanotecnologia ja se encontram em fase de estuiosos e tém mostrado um potencial
enorme em melhorar o perfil farmacologico de ageatdineoplasicos (lbrahim et al., 2002;
Gradishar et al., 2005; Ibrahim et al., 2005). @dot ainda ha muito que se pesquisar, tanto
por meio de ensaids vitro quantoin vivo, sobre sistemas nanoparticulados novos que tém
potencial para serem empregados futuramente emnuosn@ualquer caracteristica inédita
nas amostras testadas, seja na superficie dasupest{p.ex.: acido dodecandico e alcool
etoxilado (Freitas et al., 2002), carboximetildarfx (Guedes et al., 2005)), na composi¢cao do
nucleo (p.ex.: magnetita (Freitas et al., 2002;avacet al., 2004; Guedes et al., 2005; Barbosa
et al.,, 2006; Sadeghiani et al., 2006), ferritascdbalto (Kuckelhaus et al., 2004), de
manganés (Lacava et al., 1999a), maghemita (Br@§i@7; Portilho-Corréa, 2007)) ou do
meio em que estdo suspensas (p.ex.: agua (Gueales2€05), solucao salina tamponada por
fosfato (PBS) (Barbosa et al., 2006)), entre oujtestificam a realizacdo de testes bioldgicos
que possam garantir sua biocompatibilidade, queoleav a biodegradabilidade,
hemocompatibilidade e auséncia de efeitos toxicdesaque possam ser usadas em seres

humanos.
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A combinacgéo de ac¢des que podem ser atribuidasamosnateriais, como ocorréncia
de fagocitose das particulas e sua interacdo matepode gerar efeitos bioldgicos adversos
gque poderiam ndo ocorrer com 0 mesmo material Brartho maior, por exemplo. Embora os
nanomateriais exibam propriedades extraordings@s necessarias abordagens diversificadas
de investigacdo para avaliar os riscos em potendial et al.,, 2006). Estudos em
nanotoxicologia sédo voltados para caracterizar gura@ca de nanomateriais, com foco
especial em definir seus mecanismos de acédo bem sens perfis toxicologicos, verificando
desde os efeitos agudos em testes preliminarexy osrmprocedidos vitro, como os efeitos
subcrénicos e crénicos, extremamente necessarasdguse investiga novos nanomateriais
(Holsapple et al., 2005).

Estudos indicam que o tamanho pequeno, a extemgerfigie de contato e a
capacidade de gerar espécies reativas de oxig&tdm eelacionados a capacidade de
nanoparticulas induzirem injaria tecidual, infladag fibrose, citotoxicidade e outras
alteracbes Qberdorster, Oberdorster e Oberdorster, 2008 et al., 200% Portanto, a
realizacdo de testes bioldgicos variados, que emataracteristicas da amostra, efeitos
vitro (Sestier et al., 2002)ia vivo, em camundongos tratados com substancias baseadas
NPM (Guedes et al., 2005; Barbosa et al., 200@prescindivel na busca de agentes que

possam ser empregados futuramente em seres humanos.



2. OBJETIVOS
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O desenvolvimento de novos materiais nanoestidgra serem empregados como
alternativas no diagnostico e na terapia de vdraselogias, sobretudo o cancer, tem sido
incentivado e obtém destaque na atualidade. A fenqde alternativas promissoras na
melhora da saude humana possam chegar a pratidaeacltais materiais precisam ter
avaliadas, entre outros aspectos, sua biocompdaithd / toxicidade, tanto por meio de testes
in vitro comoin vivo. Em consonancia, este trabalho tem como objetival gvaliar efeitos
biologicos de uma amostra de magnetolipossomassa ta nanoparticulas de maghemita

(ML-Magh) por meio de diferentes testes, que defins seguintes objetivos especificos:

1) Determinar o didmetro modal das particulas em sis§jgena amostra ML-Magh e o

potencial de carga da superficie (potencial zeta);

2) Investigar possiveis alteracdes na morfologia aeldé linhagens HSG e CM tratadas

com ML-Magh por meio da microscopia de luz;

3) Avaliar a possivel citotoxicidade da amostra ML-Magpbre células peritoneais de
camundongos e avaliar a concordancia de dois metotllizados para verificar a
viabilidade celular (porcentagem de células naoadas por Nigrosina em
microscépio de luz x porcentagem de células nda@adas com lodeto de Propidio

em citbmetro de fluxo);

4) Avaliar o potencial pro-inflamatério da amostra NMagh por meio da contagem de

leucécitos sanguineos;

5) Avaliar possiveis efeitos genotoxicos e citotoxiowduzidos pela amostra ML-Magh
em células da medula 6ssea por meio dos testegcdmndcleo e indice de eritrocitos

policromaticos (EPC), respectivamente;

6) Avaliar a histologia dos pulmdes, figado e bacog kemo a presenca de particulas da
amostra ML-Magh nesses tecidos por meio de micpmacde luz e técnicas de

coloracdo de HE e Perls;
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7) Avaliar possivel comprometimento hepético e renduzido pela amostra ML-Magh
por meio de ensaios bioquimicos que medem alanmmo#ransferase (ALT),

fosfatase alcalina (FA), uréia e creatinina sarggsn

8) Verificar possiveis alteragdes na concentracdcede sérico de camundongos apés
tratamento com ML-Magh.



3. MATERIAL E METODOS
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3.1 Amostra a base de magnetolipossomas - ML-Magh

A amostra de magnetolipossomas utilizada nestel@gbi sintetizada e gentilmente
cedida pelo Prof. Dr. Antonio Claudio Tedesco deufdade de Filosofia, Ciéncias e Letras,
da Universidade de Sao Paulo — Ribeirdo Preto (RFCLUSP/RP). A amostra foi
desenvolvida a base de nanoparticulas de maghenitaOs) recobertas com citrato (fluido
magnético com concentracdo de 1,3 *' Harticulas/mL e aproximadamente 25 mg/mL de
ferro), sintetizadas pela Profa. Dra. Emilia Lima ldstituto de Quimica da Universidade
Federal de Goias, subseqiientemente incluidas esstimas baseados enuddipalmitoil
fosfatidil-colina (DPPC) e colesterol e associadomoléculas de polietilenoglicol (PEG),
semelhantemente ao processo de sintese ja desaritiberatura (Oliveira et al., 2006).
Resumidamente, os magnetolipossomas foram preafaoum meétodo que consiste na
injecdo (por uma bomba peristaltica de adicdo otada) de uma solugéo etandlica de lipidio
em volume adequado de fluido magnético (em meiarocg) em tampéo fosfato (PBS), pH
7,4, contida em uma jaqueta termostatizada e cdtacdg magnética constante, com a
finalidade de se obter a concentracdo final deiquédais/ mL desejada. Os lipossomas
contendo o fluido magnético ou o fluido magnéticaisnalgum farmaco (p.ex.: agente
fotossensibilizador; quimioterapico) sao prepargusmeio deste procedimento.

A concentracéo final da amostra utilizada nestedes denominada ML-Magh, foi de
1,0 x 16* particulas/mL.

O tamanho dos lipossomas e o potencial de cargapkaficie (potencial zeta) foram
determinados em aparelho analisador de particudéss pnétodos de difracdo a laser e
mobilidade eletroforética, respectivamente (LS I33eckman Coulter, Inc., EUA). Essas
medidas foram realizadas na FFCLRP, USP/RP.

3.2 Estudo in vitro para avaliacdo morfoldgica dadinhagens de células ductais de
glandula submandibular humana (HSG) e mesangiais humanas (CM) ap0s tratamento
com ML-Magh

A linhagem de células HSG, estabelecida em 19&Brir de uma glandula salivar
humana irradiada (Shirasuna, Sato e Miyazaki, 1981 CM, imortalizada a partir de uma
cultura de células primarias, conforme descrito Banas e colaboradores (1999), foram
mantidas em meio de cultura DMEN suplementado cO# dle soro fetal bovino, 1% dos

antibiéticos penicilina-estreptomicina, e tamponadm bicarbonato de soédio, pH 7,4. As
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culturas foram estabelecidas a partir de uma pessatjcial de 2 x 10células enfrascos de
cultura de poliestireno de 75 &m mantidas em estufa com atmosfera imida a 35% de
CO,. Apos atingir cerca de 80% de confluéncia, aslaglftoram tripsinizadas, centrifugadas
a 1759 durante cinco minutos, contadas em camara de Neulapassadas para placa de
cultura.

As células foram preparadas para analise morfadgic uma placa de cultura de seis
pocos, contendo uma laminula de microscopia (18 mih) em cada poc¢o. Foram cultivadas
inicialmente 2 x 1Dcélulas que cresceram aderidas as laminulas. 2bé®ras, cada grupo
experimental recebeu tratamento, conforme desgdatdabela 1. Os testes foram realizados
em triplicata. Apds o tempo de tratamento, que sxgcélulas a amostra ML-Magh durante

24h, o meio de cultura foi retirado e as célulaadas trés vezes com PBS.

Tabela 1: Esquema de tratamentovitro com ML-Magh das linhagens de células ductais de
glandula submandibular humana (HSG) e células ngesan(CM). Tempo de exposi¢cdo ao

tratamento: 24h.

Grupo experimental Tratamento

Controle Células nédo receberam tratamento algum
Tratamento 1 Células tratadas com gD de ML-Magh
Tratamento 2 Células tratadas com 100 de ML-Magh

As células aderidas as laminulas foram coradas solocdo de Giemsa 4% em
metanol, por 5 minutos. Apds serem lavadas com RBSaminulas foram retiradas dos
pocos e montadas sobre laminas de vidro para mapas (26 X 76 mm), com a face
contendo as células coradas em contato com a lamAmacélulas foram imediatamente

analisadas e fotografadas em microscépio Zeissphxib

3.3 Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos albitkoBnhagem Swiss, fémeas, néo
iIsogénicos, livres de patdgenos e com idade desgésnérnecidos pelo biotério da FFCLRP,
USP/RP. Durante a fase experimental, os animaggrfonantidos no biotério do Laboratoério
de Genética da Universidade de Brasilia, com clentte temperatura e luz, onde receberam

agua e racao balanceada.
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No momento da coleta de amostras teciduais dosa#s)ios mesmos foram sedados
em camara de éter etilico e posteriormente saalifis por deslocamento cervical.

O projeto para a realizacdo deste trabalho folial@ e aprovado pelo Comité de
Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncig$oldgicas da Universidade de
Brasilia.

3.4 Tratamento dos animais

Os animais foram divididos em dois grupos: (1)rems controle (n=3), tratados com
100 pL/ animal de tampao fosfato (PBS) por viaavgnosa (1V), na veia lateral da cauda; (2)
animais tratados (n=6) com dose unica de 100 pibdiarde ML-Magh (concentracédo de 1,0
x 10" particulas/ mL), por via IV. Os animais foram #ficados 1h, 6h, 12h, 24h, 48h, 7, 15
e 30 dias ap6s administracdo de PBS ou de ML-Magh pealizacédo dos testes que serdo
descritos a seguir. Fazem excegdo, 0s experimguaes avaliacdo da citotoxicidade em
células peritoneais, em que os animais foram dlegliem dois grupos (n=3-5), e receberam
tratamentos por via intraperitoneal (IP), sendaie@dos 30 minutos, 6h, 12h, 24h, 48h, 7,
15 e 30 dias ap6és o tratamento. O peso corporabrdéd grupos foi monitorado ao longo do
periodo experimental. Todos os animais foram olsEy diariamente com relacdo a
aspectos de morbidade e mortalidade.

3.5 Avaliacao da citotoxicidade em células peritoiaés — teste de viabilidade celular com

Nigrosina e citometria de fluxo utilizando lodeto @& Propidio

Para verificar a toxicidade causada por ML-Magmiadstrado via IP, os animais
foram sedados com éter, sofreram uma lavagem peataom 10 mL de PBS gelado e foram
sacrificados. Imediatamente apds, 8 mL do lavadaniorecuperados com auxilio de pipeta
Pasteur em tubo Falcon acondicionado em isoporgam O material foi levado a centrifuga
por 5 minutos, 16§. O sobrenadante foi desprezado e o sedimentoulaséi ressuspenso
em 1 mL de PBS. A suspensado celular foi homogedeiza 40 pL foram retirados,
misturados em tubo Eppendorf com 160 pL de Nigeosif®,05%, um corante supravital do
tipo anidénico que ndo penetra em células vivasom{agem das células vivas (coloracao clara
e brilhante) e mortas (coloracdo preta) foi feitencauxilio de camara de Neubauer, e a

porcentagem de células vivas foi calculada utilittase a seguinte formula:
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Viabilidade celular (%) = ‘hde células vivas / {rde células vivas +°rde células mortas) x
100

A fim de avaliar a concordancia do método quazatiNigrosina com o método que
verifica a viabilidade celular peritoneal de camumgbs por lodeto de Propidio, a suspensao
celular obtida descrita anteriormente foi diluid@vamente com 1040uL de PBS,
homogeneizada e fracionada em dois tubos para ait@mde fluxo: tubo 1, somente a
suspensao celular; tubo 2, suspenséo celular adotéode 1 pg de lodeto de Propidio (PI). O
tubo 2 foi mantido por 5 minutos no escuro,@,4pds incubacdo com P, enquanto o tubo 1
foi levado para andlise em citbmetro de fluxo (GwflSpace, Partec, Alemanha), equipado
com laser de argbnio que opera no comprimento da da 488 nm (laser azul). A analise da
suspensao celular foi realizada para servir comotrale da distribuicdo das células
peritoneais antes da marcacao com PI, definindiessa forma a regido caracteristica em que
estas células aparecem no gréafico FSC (referentana@mnho das célulag)SSC (referente a
granulosidade/ complexidade citoplasmatica dada®luem escala logaritmica (log3). Apos
0s 5 minutos de incubacdo com PI, as células do 2ufboram analisadas no citbmetro de
fluxo. Células marcadas pelo corante fluorescemteqle penetra apenas em células néo
viaveis, foram detectadas no canal FL2 (emiss&tudeescéncia na faixa de 560-580 n@)

Pl € uma substancia que, ao se ligar ao DNA expbstoélulas em processo de morte ou
invidveis, emite fluorescéncia (Steinkamp, Lehreefitehnert, 1999), permitindo distinguir
células viaveis e inviaveis e definir a toxicida@deisada pela amostra testada sobre as células
peritoneais.

A partir da utilizacdo dasoftware Partec FloMax, que possibilita analises dos dados
obtidos por meio de imagens na forma de graficokistegrama ou de dispersdo de pontos
(dot plot), foram definidas janelas de analigatés) e quadrantes para determinar as regides
em que aparecem as celulas viaveis e as néo viaeisporcentagem de células vivas e
mortas foi obtida em poucos minutos.

Os resultados obtidos a partir dos testes com Bliggoe com Pl foram analisados
segundo o modelo de Bland & Altman (Bland e Altma899), que consiste em uma
ferramenta estatistica para verificacdo de conoerdaentre dois métodos. Trata-se da
representacdo grafica da comparacédo de métodos,sdndplotadas a diferenca entre as duas
medidas (eixo Y) pela sua respectiva média (eixoOXyrafico apresenta linhas horizontais
que representam a diferenca média entre as duas dérmedidas (linha central) e as linhas
que ficam acima e abaixo desta, que correspondemedia das diferencas mais (linha

superior) ou menos (linha inferior) 1,96 multipticapelo desvio-padréo das diferencas. Se a
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amplitude do intervalo entre os limites superiointerior ndo parece ser biologicamente
importante, os dois métodos em questdo sao intbiéasis. O grafico é atil em revelar a
relacdo entre as diferencas e as médias das dusage empregadas, e para visualizacéo de
erros sistematicos e identificacéo de possivemesaldiscrepantes. Os testes foram realizados

com auxilio desoftware de estatistica MedC&werséo 9.4.

3.6 Contagem diferencial e total de leucocitos sainigneos

Para a contagem diferencial de leucdcitos, os @siforam sedados em camara com
éter, e 1 mL de sangue foi coletado por puncadaesmgdcom auxilio de uma seringa de 1 mL
previamente tratada com EDTA. O material foi acoitiado em tubos para hemograma
contendo EDTA. Imediatamente apds a coleta, apracamente 20 pL de sangue foram
utilizados para confeccdo de laminas com esfregagmuineo que secou a temperatura
ambiente e foi entdo fixado em metanol e depoiadmicom Wright-Giemsa. A analise foi
realizada em microscopio de luz (1000x), onde focamtadas 500 células/ lamina, em teste
cego, distinguindo-se os leucocitos em basofilossinefilos, linfécitos, mondcitos e
neutrofilos, e observando-se suas possiveis aftesac

Para a contagem total de leucdcitos, foram retg@fou L do sangue coletado, que foi
homogeneizado em tubo Eppendorf juntamente comp38@e liquido de Turk, solugédo
diluidora baseada em azul de metileno e que pronaoVise dos eritrocitos, permitindo
evidenciar apenas o0s leucocitos. Foram contadog osticulos laterais da camara de
Neubauer, que foi preenchida com 10 pL da solugamlyénea preparada com o sangue, em
microscépio de luz (400x). O numero de células amed foi multiplicado pelo fator de
célculo (50) para expressar o total de leucécitmsym? de sangue.

A analise citométrica fornece informacdes sobrpagmilacdes celulares, permitindo o
conhecimento ndo apenas do tipo celular e sua ijoagio, mas do comportamento do
organismo em resposta a substancia administradast® é indicado por ser rapido, nao

dispendioso, apresentar a respostavo, além de verificar respostas inflamatérias induzidas

3.7 Avaliagdo da genotoxicidade e citotoxicidade esritrocitos da medula 6ssea — teste

de microndcleo e indice de eritrcitos policromatias

A genotoxicidade da amostra foi avaliada por nsaocontagem de micronucleos

(MN) em eritrocitos da medula dssea. A citotoxidieldoi verificada a partir do célculo da
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porcentagem de eritrocitos policromaticos (EPC,trdamitos jovens) e eritrGcitos
normocromaticos (ENC, eritrécitos maduros) na medskea.

Apos o sacrificio dos animais por deslocamentwical, os fémures foram retirados e
as epifises seccionadas. Em uma das extremidadesjuziu-se uma agulha acoplada a
seringa, contendo 1 mL de soro fetal bovino, adarse proceder a retirada da medula éssea.

O material foi centrifugado por 5 minutos, a 168 o0 sedimento ressuspenso;
aproximadamente 20 pL da suspenséao foi pingadatnanmedade de uma lamina de vidro.
Utilizando uma outra lamina, inclinada num angul 4b°, fez-se o esfregaco. Apds a
secagem, as laminas foram fixadas em metanol @a®m@om solugdo de Giemsa e tampao
fosfato (14:1), por cinco minutos.

A andlise foi realizada em microscépio de luz (0 perfazendo um total de 4000
células, sendo 2000 EPC e 2000 ENC por animal.nfoegistrados os percentuais de cada
um dos dois grupos celulares e também o nUmerdaemicleos encontrados.

O percentual de células policromaticas (Y%EPC)dtiudado pela formula:

% EPC = EPC / (EPC + ENC) x 100.

Para controle positivo da técnica de microndcfeo,incluido um grupo de cinco
animais tratados com ciclofosfamida (50 mg/ Kggrdg sabidamente clastogénico, 24h antes
da coleta.

Os micronucleos sao estruturas encontradas ndastop de células em divisdo que
possuem caracteristicas semelhantes as do nuategppl quando avaliados ao microscopio
de luz, exceto pelo tamanho, que € cerca de dezsvemnor. Eles podem ser gerados
espontaneamente ou em funcdo de algum agente tprésente no organismo (Ribeiro,
2003).

Para que o resultado negativo no teste de micreo®gja aceito € necessario que haja
aumento significativo de EPC micronucleados nosnais controles positivo. A substancia
utilizada como controle positivo deve ser admiaérem concentracdo que produza aumento
moderado na frequéncia de EPC micronucleados, queochparado ao controle negativo
(solvente/veiculo), mas que néo revele a quemaestiisando, a identidade do grupo (Ribeiro
et al.,, 2004). O aumento significativo da quanteladtrocitos micronucleados em animais
expostos a substancia-teste indica que tal suliat@ryenotoxica.

O indice de EPC no grupo exposto a algum agentgpode ser menor que 20% do
valor do controle negativo (Ribeiro et al., 200d3so contrario, 0 agente estara causando

citotoxicidade ao organismo.



27

3.8 Avaliagdo Histoldgica

Para avaliacdo de tecidos — pulmdes, figado e-bég@m utilizados trés animais dos
grupos tratados com ML-Magh e um animal controla gada tempo de tratamento avaliado.
Os o6rgaos foram retirados apos o sacrificio domnaisi lavados com soro fisiolégico e partes
menores foram seccionadas com auxilio de lamindisteri. O material foi fixado com
fixador de Davidson a°€ durante 08 a 10 horas. Em seguida o materiaddondicionado
em cassetes de plastico para histologia, devidamedentificados e transferidos para um
frasco com alcool a 70%. Posteriormente o matéviaprocessado conforme metodologia
cldssica descrita na literatura: desidratacdo peio rde imersdo sequencial em solugdes
alcodlicas com percentual decrescente de aguaaniiado em solucdes de xileno e
finalmente, inclusdo em parafina. Os tecidos fossmocionados em micrétomo, em cortes
semi-seriados de mm de espessura, que foram corados com vermelhdorapiclear
associado ao método de Perls e com hematoxilinase@dE). A captura de imagens dos
tecidos foi realizada em microscopio de luz modss, equipado com camera Axiocam, e
as fotos digitalmente gravadas com o auxiliosditware AxioVision 4.6.1.0 (Carl Zeiss

Vision).

3.9 Ensaios Bioquimicos

Os testes utilizados para dosar enzimas e metabae camundongos tratados com
ML-Magh estédo apresentados Tabela 2e foram realizados em parceria com o Laboratorio
de Patologia Clinica Veterinaria do Hospital Vatario da Universidade de Brasilia. Para
tanto, 1 mL de sangue dos animais controle e dosa#s tratados intravenosamente com
ML-Magh (conforme ja descrito) foi coletado, o pies foi separado e armazenado em
geladeira para posterior uso na realizagdo dos exainquimicos em analisador bioquimico

semi-automatico modelo BIO-2000 (Bioplus, Brasil).
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Tabela 2 -Testes utilizados para dosagens bioquimicas dermongos tratados com ML-

Magh.
Teste Método*
Alanina aminotransferase (ALT) Cinética UV - IFCC
Fosfatase alcalina (FA) Roy modificado
Uréia Urease-Labtest
Creatinina Picrato-Labtest

* kits de reagentes da Labtest (Brasil).
3.10 Medidas do Ferro Sérico

Para determinacdo do ferro sérico, foram utilizagogpos de animais (n= 3-5)
tratados com 100 pL de ML-Magh (1,0 x*i@articulas/mL) e 10 animais controle para
estabelecimento de valores de referéncia, confosonemendacéo do fabricante do kit de
reagentes utilizado (Labtest, Brasil). Foi utilieagim kit de reagentes para determinacéo de
ferro sérico em amostras de sangue (Labtest, Beaaimetodologia de Goodwin modificada.
Todo o material utilizado no experimento foi tratadom solucdo de acido nitrico 10%
durante uma noite, lavado exaustivamente com agueente e enxaguado com agua
deionizada para evitar a obtencdo de dados inosrosvido a contaminagdo com tragos de
ferro. Apés 10 minutos, 1h, 6h, 24h, 48h e 7diaadiainistracdo de ML-Magh, 1 mL de
sangue foi coletado dos animais por puncado card@acangue foi centrifugado durante 5
minutos a 150@ e o soro foi separado, para ser utilizado nagsasalPara cada teste, 250 pL
de soro foram misturados a 1 mL de tamp&o e 25qiEairozin® em um tubo Eppendorf.
Essa mistura foi incubada em banho-maria ¥C3Jurante 10 minutos e depois transferida
para cubetas de acrilico para fotdmetro e as afisods foram determinadas em
espectrofotdmetro (Ultrospec1000, Amersham Pharmacia Biotech, 200-900nm) com
comprimento de onda definido em 560 nm. Foi tamhéhzado o branco (250 uL de agua
deionizada misturada com 1 mL de tamp&o e 25 pEat®zin&) que foi ajustado com o
valor zero no aparelho. Foi utilizado ainda um fad(250 pL da solucdo padrdo do kit
misturada com 1 mL de tampdo e 25 pL de FerrS}irmija absorbancia foi utilizada para
calcular o valor de ferro sérico de cada animgusdo a formula:

Ferro (ug/dL) = Absorbancia do teste do animalbdiincia do padréo x 500
O valor médio do ferro sérico de cada grupo dearmanhto foi considerado para

verificagédo de variacdo dessa medida de acordoocmpo de tratamento com ML-Magh.
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O principio do teste é o de que ions férrico sésodiados da transferrina por acao do
tampdo de pH acido e reduzidos a fon ferroso p@o @@ hidroxilamina, e o Ferrozfhe
guando adicionado, forma um complexo magenta lriéhauja absorbancia, medida em 560
nm, € proporcional a quantidade de ferro na amostra

Foi realizado um teste utilizando 100 pL da anaobtt-Magh pura, em substituicao
ao soro, e foi demonstrado que os reagentes deewdlam o ferro presente na amostra
(absorbancia = 0,540 ou o equivalente a aproximadsb60 pg/dL de ferro). Foi incluido
um grupo de animais tratados (n=3) com o volumeim&xolerado por camundongos por via
IV, 200 pL de ML-Magh, cujo ferro sérico foi medidpds 10 minutos, que serviu como uma

espécie de controle positivo da técnica.
3.11 Analise estatistica dos dados

Para andlise dos dados obtidos neste trabalhm fotiizadas as estatisticas descritiva
e inferencial. As variaveis do estudo, que sao tipa#inas, foram testadas quanto ao tipo de
distribuicdo por meio do teste de normalidade danR}oiner, similar ao Shapiro-Wilk. Para
verificar a homogeneidade de variancias, foi w#diz o teste de Levene. Quando os dados
apresentaram distribuicdo normal e variancias hémeas, foi utilizado o teste t de Student,
teste paramétrico para comparacdo de dois grupepemdentes. Para os dados com
distribuicdo n&o-normal e/ ou variancias ndo homegé (dados n&do paramétricos) foi
utilizado o teste U de Mann-Whitney para compans @rupos independentes. O nivel de
significancia adotado nos testes foi de 5% (p<0,05)testes foram realizados com auxilio do

software de estatistica MINITAB versao 14.1.
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4.1 Caracterizacdo da amostra a base de magnetolgsmmas - ML-Magh

A amostra de fluido magnético que deu origem a Magklapresentou, em estudos de
microscopia eletrénica de transmissao prévios, pamiculas com diametro modal de 10 nm
(Brugin, 2007).

Os lipossomas da amostra ML-Magh apresentaram, tpehica de difracdo a laser,
tamanho médio de 124 + 75 nm e indice de polidssiwede 0,319. Foi determinado por
medida do potencial zet§)((-24,4 + 19,3 mV), que a carga de superficie lgmssomas é

negativa (ver Anexo 1).

4.2 Avaliacdo morfoldgica in vitro das linhagens de células ductais de glandula
submandibular humana (HSG) e mesangiais humanas (CMapds tratamento com ML-
Magh

A fim de avaliar a possivel ocorréncia de alteeaca morfologia de células HSG e
CM induzidas por ML-Magh, as linhagens foram tralmdom essa amostra e avaliadas ao
microscoépio de luz, ap6s 24h de cultura. Tantcdasnas do grupo controle, como as dos
grupos tratados com 50 pL ou 100 pL de ML-Magh sgmearam células com formato
normal, margem bem delimitada, coloragcdo homogénaéas unidades celulares (inclusive
em processo de divisdo celul&igura 1)) e auséncia de fragmentos celulaféigyras 1 e
2). Pequenos agregados sugestivos de serem prdopide magnetolipossomas foram

visualizadosFiguras 1b e 20).

B N e S P R i
Figura 1: Fotomicrografias de células mesangiais (CM): @atmle; (b) 24h apos tratamento

com 100pL de ML-Magh. As setas pretas indicam aéleim processo de divisdo celular. A
seta vermelha indica um possivel aglomerado de etaljpossomas.
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Flgura 2 Fotomlcrograflas de celulas ductals de glanddtmrmndlbular humana (HSG): (a)
controle; (b) 24h apoés tratamento com 50uL de MlgMa(c) 24h apos tratamento com

100pL de ML-Magh. A seta indica um possivel agladerde magnetolipossomas.

4.3 Monitoramento dos grupos de animais ao longo dmeriodo experimental

O peso dos camundongos foi registrado a partinide do tratamento com a amostra
ML-Magh, quando os animais tinham aproximadamen@e meses de idade. O peso médio
dos camundongos de cada grupo de tratamento f@uredo semanalmente ao longo de todo
o periodo experimentaFigura 3) e ndo apresentou diferencas significativas eacée ao
controle.

Alteracdes clinicas e comportamentais, tais coraréda, hemorragia, vomito,
atividade motora diminuida, atonia, surgimento danchas ou queda de pélo, ou mesmo

Obito, ndo ocorreram nos animais apos tratamemtoMb-Magh.

45
—~ —
\? 40 —e— 30 dias ap6s tratamento
g —=— 30 dias - controle
e 35 1 A —a— 15 dias apo6s tratamento
© ] 15 dias - controle
o
2 30 - —x— 7 dias ap6s tratamento
8 —e— 7 dias - controle
o . .
7] A até 48h apds tratamento
o 25 1 P
[a

20 T T T T 1

peso inicial 1 semana 2 semanas 3 semanas 4 semanas

Tempo

Figura 3: Peso corporal médio (g) dos camundongos ao longpedodo experimental. O
peso inicial foi calculado no dia do tratamento dasnais com ML-Magh, quando tinham
trés meses de idade. Semanalmente, os grupos fmeaados até o periodo maximo de
exposicao a amostra, que foi de 30 dias.
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4.4 Avaliacdo da citotoxicidade em células peritoraés — teste de viabilidade celular com
Nigrosina e citometria de fluxo utilizando lodeto @& Propidio

Os resultados do teste de viabilidade celulaizatido o corante Nigrosina e analise
de células ao microscépio de luz revelaram queatartrento, por via intraperitoneal, com
ML-Magh, ndo alterou a freqiiéncia de células vivageritbnio Figura 4). Os valores de

viabilidade celular mantiveram-se acima de 90% @i os grupos observadésgura 4).

100 -
3 90 - : : .
>
D
o ~_
;é; S 801 —e— ML-Magh
© —=—PBS
3 70 -
>

60

30min  6h 12h 24h 48h 7d 15d 30d

Tempo

Figura 4: Efeito da administragdo intraperitoneal de ML-Magbre a viabilidade das
células peritoneais de camundongos em funcao dootele tratamento (30 min - 30 dias).

Os resultados do teste de viabilidade celulaizatido o corante lodeto de Propidio
(PI) e analise automatizada por citometria de fltamabém revelaram que o tratamento com
ML-Magh, por via intraperitoneal, ndo alterou sfgu@tivamente a frequéncia de células
vivas no peritdnio (ver representacao ilustratigé&igura 5).
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Figura 5: Representacgéo grafica mostrando o efeito da admeig@® intraperitoneal de ML-
Magh sobre a viabilidade das células peritoneaisageundongos 15 dias apds o tratamento.
(@) células peritoneais de camundongos observadasitemetria de fluxo em relacdo aos
parametros FSC e SSC.dgate R1 delimita esta populacéo; (b) células peritanémite R1)
nao tratadas com iodeto de propidio (observar ais€apenas 0,04% de autofluorescéncia)
de células detectadas no canal FL2); (c) repres@mtgrafica em histograma das células
peritoneais incubadas com iodeto de propidio (0 maior (C1) representa as células vivas;
C2 corresponde as mortas); (d) representacao grafnclot plot das células peritoneaigate

R1) incubadas com iodeto de propidio (7,25% dda®imortas).

A avaliacdo da concordancia dos dois métodozaitis para verificar a viabilidade
celular foi realizada segundo o modelo de Bland Eman (Bland e Altman, 1999), que
revelou haver concordancia entre as técnicasad#iz Figuras 6 e 7.
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Figura 7: Representacdes graficas, segundo modelo de Blaftm8an, da comparacao de
métodos de medidas de viabilidade celular perilodeacamundongos tratados com ML-
Magh: (a) 48 horas apds o tratamento; (b) 7 diass ap tratamento; (c) 15 dias apds o
tratamento; (d) 30 dias ap0s o tratamento.
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4.5 Avaliagédo da contagem total e diferencial deuedcitos sanguineos

Os possiveis efeitos pro-inflamatoérios induzidos eamundongos pelo tratamento
com a amostra ML-Magh foram verificados a partircdmtagem de leucocitos do sangue
periférico dos animais.

A contagem global de leucécitdsigura 8) ndo apresentou variagdes estatisticamente

significativas nos diferentes tempos de tratameotm ML-Magh, quando comparada aos
dados do controle.

6 T oPBS
@ ML-Magh

Leucdcitos x 10 */mm?>

1h 6h 12h 24h 48h 7d 15d 30d
Tempo

Figura 8: Efeito da administracdo de ML-Magh sobre a contaggobal de leucdcitos
sanglineos de camundongos em fungdo do tempaaedrsto. Médias + desvio-padréo.

As contagens diferenciais de leucdcitos sanguirdiogocitos Figura 9), neutrofilos
(Figura 10), mondcitos Figura 11), eosinofilos Figura 12) e basofilos Kigura 13) — ndo
revelaram alteragbes significativas em camundongatados com ML-Magh, quando
comparadas ao controle. Apenas a populacao deddtmsrnsofreu aumento significativo em
relacdo ao controle 1h apds o tratamehtgura 12).
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Figura 9: Efeito da administracdo de ML-Magh sobre a contade linfécitos sangiineos de
camundongos em funcéo do tempo de tratamento. Bédiasvio-padrao.
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Figura 10: Efeito da administragdo de ML-Magh sobre a contage neutrdéfilos sangiineos
de camundongos em funcéo do tempo de tratamenttiaMé desvio-padrao.
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Figura 11: Efeito da administracédo de ML-Magh sobre a contage mondcitos sanguineos
de camundongos em funcao do tempo de tratamenttiadi€ desvio-padrao.
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Figura 12: Efeito da administracdo de ML-Magh sobre a contade eosinofilos sangiineos
de camundongos em funcédo do tempo de tratamentoindica diferenca significativa em
relacédo ao controle (p=0,017). Médias + desvio-gadr
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Figura 13: Efeito da administracdo de ML-Magh sobre a contadge basofilos sanglineos
de camundongos em funcéo do tempo de tratamenttiabl€ desvio-padrao.

4.6 Avaliagdo da genotoxicidade e citotoxicidade esritrocitos da medula 6ssea — teste
de microndcleo e indice de eritrcitos policromatias

Os possiveis efeitos genotoxicos induzidos em odongos pelo tratamento com a
amostra ML-Magh foram avaliados a partir da contagke eritrocitos micronucleados na
medula éssea dos animais. A frequéncia de MN eramog em EPC e ENC néo foi
significativamente diferente da verificada no col@mos diferentes tempos apds tratamento
com ML-Magh. Os valores médios de MN a cada 20@@eitos analisados (EPC e ENC)
nao chegaram a dois para 0s grupos que recebeagaménto com a amostra ML-Magh
(Tabela 3. No grupo controle positivo, tratado com cicldéosida 24h antes da coleta, foi
verificado aumento significativo no numero de MN &RC, em média 33 MN/ 2000 EPC
(Tabela 3.

Os possiveis efeitos citotoxicos induzidos por Magh em camundongos tratados
com esta amostra foram avaliados a partir da adtisndice de EPC (%EPC) em eritrécitos
da medula 6ssea dos animais. Nos diferentes teamasso tratamento, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos tratasl@a®ntroles, e a %EPC apresentou valores
médios entre 53 e 58% nos grupos tratados com MghMEgura 14).
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Tabela 3 Efeito do tratamento com ML-Magh sobre a freqigmie micronucleos (MN) em
eritrécitos policromaticos (EPC) e normocromati(lesiC) da medula 6ssea de camundongos

Tempo apdés o tratamento Grupo MN - EPC MN - ENC?
PBS 23+15 1,3+0,6
12h
ML-Magh 1,7+1,6 1,3+1,2
PBS 2+1 0,7+0,6
24h
ML-Magh 0,8+0,8 0,5+0,8
PBS 1,3+£2;3 23+1,2
48h
ML-Magh 0,8+0,8 12+1
2d PBS 1,3+1,2 0,7+£1,2
ML-Magh 0,7+1,2 0,8+0,4
Controle Positivo (CPA) 33,2 +£14,8* 1,7+£15

& Médias * desvio-padrdo; CPA= ciclofosfamida, 50fgg/administrada 24h antes da coleta, o controle
positivo da técnica. * estatisticamente diferenbs demais grupos, inclusive do controle tratado com

tampao fosfato (PBS).
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Figura 14: Efeito do tratamento com ML-Magh sobre o indiceed&écitos policromaticos

(%EPC) na medula 6ssea de camundongos. PBS =leoinétado com tampéo fosfato.
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4.7 Avaliagéo Histolégica

A fim de avaliar a ocorréncia de alteracbes higfichs induzidas por ML-Magh,
foram estudados os pulmdes, figado e baco de amimsados com a amostra. Os tecidos
foram corados com hematoxilina e eosina (HE), qeenpte a visualizacdo de diversos
aspectos teciduais, sobretudo de estruturas comleon@ citoplasma, e também foram
submetidos a coloracédo pelo método de Perls as®oea vermelho rapido nuclear, que
permite a visualizacdo de agregados de ferro (tantdgeno como proveniente de NPM),

gue adquirem uma cor marrom dourada ou azul btiéhan

4.7.1 Pulmdes

Os cortes histologicos de pulmdes de animais alentapresentaram parénquima
esponjoso com alvéolos de contorno regular e seiptesalveolares delgados, rede de
capilares de calibre normal contendo heméacias, de&masos sanglineos e bronquiolos de
aspecto normal e pleura (serosa que envolve o plinmiegra. Nao foram observados
agregados de coloracdo marrom ou azul. Rarissimébirados inflamatérios foram
observados préximos a bronquiolos ou vageiguta 15)

De maneira geral, animais tratados com ML-Magh aficesentaram alteragbes

pulmonares histopatologicas nos diversos tempostralamento avaliados, e aspectos
relacionados a biodistribuicdo das NPM né&o pudesamsatisfatoriamente conclusivos uma
vez que foram observados pouquissimos agregadosla@cdo marrom ou azul nos cortes
analisados, que seriam sugestivos de agregado®bedds magnetolipossomas. Uma hora
apos o tratamento com ML-Magh foi observada a psele agregados de coloragéo
marrom (HE) e azul (Perls), que podem ser provéesedo acumulo de nanoparticulas ricas
em ferro, e por isso evidenciadas pelos corantadpeais proximos a vasos e bronquiolos
(Figura 16 a-d). Seis horas apds o tratamento ndo foram obses\agasquer alteracbes nos
pulmbes, e 12h apdés foram observados pequenosradfis inflamatérios associados a
presenca de agregados de coloracdo marrom ousagekstivos de serem NPMigura 16 e,
f). No entanto, nem todos os animais do grupo apt@sen comportamento semelhante
frente ao tratamento, e houve individuo do grupo di2e ndo apresentou qualquer agregado
de coloracdo marrom ou azul nos pulmdes. Apos Mtraflamento, ndo foram observados
agregados de coloracdo marrom ou azul sugestivosedean NPM e o tecido pulmonar

apresentou aspecto normal, com rarissimos infdgadflamatérios e um leve espessamento
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dos septos interalveolares em alguns animais. @Qtaaee oito horas apdés o tratamento os
animais apresentavam agregados marrons ou azwsnpda vasos e associados a leves
processos inflamatérios. Tempos mais longos detasrapos o tratamento (7, 15 e 30 dias)
evidenciaram auséncia de alteracOes histopatoKgag@enas pequenos e raros infiltrados

linfocitarios e auséncia de agregados marrons ois ans pulmdes dos animaldura 17).

4.7.2 Figado

Os cortes histoldgicos do figado apresentarameséral dos padrées normais tanto em
animais do grupo control&igura 18 a, b, como em animais tratados com ML-Magigira 18
c-f), uma vez que na analise ao microscopio de lugseptaram parénquima bem preservado,
com células hepaticas morfologicamente regularestitoindo I6bulos hepaticos organizados,
gue apresentaram espacos porta limpos ou comaesa€ncias de acumulo de tecido linféide ao
redor fFigura 18 d), sem a presenca de agregados de coloracdo mau@rul associados. Os
sinusoides hepaticos também néo apresentaramcaksra as células de Kupffer (de nucleo
grande e nucléolo evidente) ndo apareceram emidadataumentada em animais tratados. A

capsula de tecido conjuntivo do tecido hepéticesgmtou-se integra e delgada.

4.7.3 Baco

Os cortes do baco de animais controle apresentsgahistologicamente normais, com
capsula de conjuntivo denso integra e polpa esgléresentando as regides de polpa branca
(constituida de tecido linfoide) e polpa vermelhea(em sangue) bem diferenciadas. A presenga
de agregados marrons e azuis foi verificada tantoarimais controleHgura 19) como em
animais tratados com ML-Magiguras 20 e 2) e a quantidade desses agregados praticamente
ndo variou ao longo do tempo de tratamento, tertcoOmparavel aos controles nos tempos de
1h, 6h Figura 20 a, b e 12h. A presenca de agregados de coloragdo mawto azul foi
considerada aumentada apenas no baco de animiéglas®4h apos o tratamenteidura 21), e
0s grupos de 48h-{gura 20 c, g e 7 dias ja apresentavam quantidades similaed@aontrole,

o que foi completamente verificado 15 diggy(ira 20 e, ) e 30 dias apds o tratamento.
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des de camundongo reptatheas do grupo controle.

Figura 15: Fotomicrografias de pulm

¢oragdo por método HE; letras b, d, f:

c

Fotomicrografias indicadas pelas letras a

étodo de Perls.

ao porm

colorag
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Figura 16: Fotomicrografias de pulmdes de camundongos watadm ML-Magh. (a—d) 1
hora apos o tratamento. (e, f) 12 horas apds antexito. Figuras b e d correspondem a
aumentos maiores das regides delimitadas pelosapi@drdes em a e c, respectivamente,
para mostrar mais detalhes. As setas indicam NPMndgnetolipossomas aglomeradas.
Fotomicrografias indicadas pelas letras a, b, éoragdo por método HE; letras c, d, f:
coloragdo por método de Perls.
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Figura 17: Fotomicrografias de pulmdes de camundongo tratamo ML-Magh, 15 dias
apos o tratamento. (a) coloracdo por método HEr@hracdo por método de Perls. Setas
apontam infiltrados inflamatorios e auséncia de Nd&Mnagnetolipossomas aglomeradas.
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Figura 18: Fotomicrografias de figado de animal controlebjee tratados com ML-Magh (c,
d) 1 hora apés o tratamento; (e, f) 7 dias apdatarhento. Fotomicrografias indicadas pelas
letras a, c, e: coloragdo por método HE; letras b,coloracdo por método de Perls.
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Figura 19: Fotomicrografias de bago de camundongo reprasagado grupo controle.
Notar pontos marrons/ azuis (evidenciados por cemteferro) dispersos pelo tecido.
Fotomicrografias indicadas pelas letras a, ¢, éoragdo por método HE; letras b, d, f:
coloracao por método de Perls.
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Figura 20: Fotomicrografias de baco de camundongos trataolosML-Magh. (a, b) 6 horas
apos o tratamento; (c, d) 48 horas apos o tratam@ntf) 15 dias apos o tratamento. Notar
pontos marrons/ azuis dispersos pelo tecido, ewvidedo presenca de ferro, porém em
guantidade semelhante ao controle. Fotomicrograidisadas pelas letras a, c, e: coloracéo
por método HE; letras b, d, f: coloracao por métdederls.
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Figura 21: Fotomicrografias de baco de camundongo tratadoMb-Magh, 24 horas ap6s o
tratamento. Notar a grande quantidade de pontosonsdrazuis dispersos pelo tecido,
evidenciando presenca de ferro, sugestivo de sgepiente de NPM de magnetolipossomas
aglomeradas. (a) Indicacdo das regidoes de polpe®i@B) e polpa vermelha (PV) do baco.
Fotomicrografias indicadas pelas letras a, ¢, éoragdo por método HE; letras b, d, f:
coloracao por método de Perls.
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4.8 Ensaios Biogquimicos

Os valores bioquimicos médios dosados a partir thsn@a sangiineo dos
camundongos tratados com ML-Magh estdo apresentadbabela 4. Quando comparados
ao controle, ndo houve alteragdes dos parametramenais tratados, tendo sido verificadas
diferencas estatisticamente significativas em apepatro situacées: aumento de uréia 48h
apos o tratamento e alteracdes nos niveis de dgsfalcalina (FA), que aumentou 48h apés o
tratamento, diminui apos 15 dias e voltou a aunmeapgés 30 dias. Os valores de creatinina e
alanina aminotransferase (ALT) ndo foram alteragel® tratamento com ML-Magh em
nenhum dos momentos avaliados.

Tabela 4 Efeito do tratamento com ML-Magh sobre algunsapeetros bioquimicos de
camundongos.

Parametros Tempo apds o tratamento
bioquimico$ 1lh 6h 12h 24h 48h 7d 15d 30d
Uréia 59,33 + 63,33 = 51,66+ 63,66+ 50,66+ 62,33+
(mg/dl)y  TBS Tqpq 6413 g 52£36 7T 125 273 75
ML- 56+ 6033+ 6466+ 4883+ 60,83+ 54,33+ ., . o 7233%
Magh 11,4 128 17,5 4,5 6,7* 7.6 o= 10
Creatinina  pas g3+0 03+0 026+0 03+02%0* 0340 03+0 0230
(mg/dL) 0,3
M;éh 03+0 028+0 031+0 025+0 0426 028+035+0 0,250

42,66+ 7533+ 5533+ 50,33+ 70+ 6266* 71,66

ALT(UL)  PBS 55" 468 19 63 235 217 162 &
ML- 355+ 4366+ 4183+ 3916+ 5283+ 2355+ 5183
Magh 4.4 6,5 8,1 10 326 2865 146
0,66 + 033+ 133+ 033+ 466%
FA(UL  PBS 0x0 TpP1F 1x1 UR% oo oo oo 733%3
ML- 033+ 383+ 083+ 166+ 135+
Magh 0608 1215 1x1 75 a™ 3. 07 08*  39*

% Médias * desvio-padrdo; ALT — Alanina aminotranaée; FA — Fosfatase alcalina; ai — amostra inigufie
de plasma para realizacao do teste;indica diferenca significativa em relacéo aotada (p<0,05).

4.9 Medidas do Ferro Sérico

Os niveis de ferro sérico ndo variaram significatiente em funcdo do tempo
decorrido ap6s a administracdo de 100 pL da amdsitrdMlagh (Figura 22). Entretanto,
niveis significativamente elevados de ferro, enag@&b ao controle, foram observados 10
minutos apdés a administracdo de 200 pL de ML-Magh @m grupo de animais,

evidenciando um efeito dose-respogtagra 22). O grupo controle utilizado neste estudo
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apresentou valor médio de ferro sérico de 294 pgéleste foi o valor utilizado para
comparar as variagdes na quantidade de ferro dmsasntratados com ML-Magh em
diferentes tempos. Ainda que ndo tenham sido stitatinente significativas as variacdes ao
longo do tempo, foi observado um aumento dos noeierro 10 minutos apos o tratamento,

gue decresceram sucessivamente nos demais teRigosa(22).

500 -
450 ~
400 ~
350 ~
300 +
250 + l

200 ~
150 ~
100 ~
50 +
0 ‘
controle 10min - 1h 6h 24h 48h 7d 10min -
100uL 200uL

Tempo apés tratamento com ML-Magh

——
—

——
—

—t—
—

—t—

Ferro sérico (pg/dL)

Figura 22: Niveis de ferro sérico dosados no soro de camurzdosgés diferentes tempos de
tratamento com ML-Magh: - indica diferenca digativa em relacdo ao controle (p<0,05);

note que a dose neste grupo foi de 200 pL de MLRhyipgra os demais grupos, 100 puL de
ML-Magh.



5. DISCUSSAO
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Neste trabalho foram investigados efeitos bioldgicde uma amostra de
magnetolipossomas a base de nanoparticulas de miagtiBlL-Magh) por meio de diversos
testes de biocompatibilidade. Amostras baseadasagmetolipossomas apresentam enorme

potencial para aplicacées biomédicas, o que motivaalizacao deste estudo.

5.1 Consideragoes sobre a amostra ML-Magh

A biocinética de nanomateriais depende de caratitet$ como tamanho, composicao
quimica, estrutura superficial, solubilidade, fotmae capacidade de agregacdo. Esses
parametros podem modificar a captacéo pela cé&luligacéo a proteinas, o deslocamento até
o local alvo e a possibilidade de causar danoduats (Lemke et al., 2004; Nel et al., 2006).

O diametro é um parametro tdo importante que revete uma série de experimentos
toxicoldgicos que particulas de poli-tetra-flioiteato (PTFE) com tamanho de 20 nm foram
letais quando inaladas, enquanto as PTFE de 130ndmwnproduziram qualquer efeito
prejudicial no ar respirado (Service, 2003).

Particulas magnéticas a base de maghemita receloertacitrato constituintes de um
fluido magnético (FMCi) apresentaram diametro mat&atl0 nm (Brugin, 2007). A escolha
destas particulas magnéticas para o desenvolvindmtamostra ML-Magh foi feita por
diversas razdes, varias delas relacionadas ao tendas NPM. Particulas muito pequenas,
com diametro inferior a 4 - 7 nm, podem perder pacamlade de responder ao campo
magnético de frequéncia alternada e consequentemefid permitir a elevacdo da
temperatura no local de aplicacéo, impedindo squego na magnetohipertermia (Ma et al.,
2004).NPM com diametros na faixa 8 - 15 nm, quando ctuidds da mesma composicao
quimica e com a mesma cobertura, apresentaram reacdade do que as menores que 8
nm ou maiores do que 15 nm (Lacava, informacaoopdss

Os lipossomas furtivos que encapsularam as NPNFMGi apresentaram diametro
modal de 124 nm, portanto muitas vezes maior doogd@s NPM que os constituem. Ainda
assim, este tamanho muito menor que dos menoréareapdo organismo, na faixa de 5 - 6
um (Muller e Keck, 2004), é adequado para aplicagdemédicas, conforme verificado em
comparacao de lipossomas com 120 nm a outros dentams variados (Romberg et al.,
2007). Cabe destacar também que ML-Magh apreseita lhdice de polidispersdo (apenas
0,319), o que permite inferir que € uma amostra distnibuicdo unimodal de particulas.

O tamanho pode representar uma estratégia devstde para atingir apenas o tecido

tumoral. As nanoparticulas podem ser capazes detrpentumores devido a natureza
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descontinua ou até mesmo avariada de sua micrdafsel que tipicamente apresenta poros
de 100 a 1000 nm de diametro (Hugues, 2005). Aawisculatura de tecidos saudaveis varia
de acordo com o tipo de tecido, mas em sua mdiarjancdes intercelulares justas, de menos
de 10 nm. Dessa forma, particulas menores que ros poesentes na vasculatura tumoral e
maiores do que os poros de tecidos saudaveis apaeseprovavelmente, tamanhos muito
adequados para tratar o cancer (Hugues, 2005).

A carga da superficie das particulas é outro parangpie influencia de maneira
significativa o comportamento da amostra, intemfdoi principalmente na estabilidade da
suspensao e no tempo de circulagdo em sistemas Vigmn sido demonstrado que particulas
neutras ou de carga negativa permanecem mais tampoculacdce a sua composicdo e
caracteristicas de superficie tém influéncia nopselrao de distribuicéo, sobretudo devido a
acado dosistema fagocitario mononuclear (Lemke et al., 20@! potencial de carga de
superficie (potencial zeta) da amostra ML-Magh Ilmyve&ue a carga é negativa, pois foi de
-24,4 mV, valor proximo ao de outro sistema nantipaado que apresentou excelente
estabilidade (Santos et al., 2006). O potencia getado em funcdo da carga superficial da
particula, de qualquer camada adsorvida na inexdam o0 meio e da natureza e composicao
do meio que a circunda. Por ser um indicador @aicdrga efetiva nas particulas, esse dado
pode ser usado para prever e controlar a estatelida suspensdes coloidais. Quanto maior o
valor absoluto do potencial zeta mais provavelajgaspensao seja estavel, pois as particulas
carregadas se repelem e essa forca supera a tendaheal a agregacéo (Schaffazick et al.,
2003; Instrutécnica, 2007). Esta €, portanto, ocdracteristica interessante da amostra ML-
Magh.

A constituicdo quimica do ndcleo de magnetolipossnou seja, a parte que lhes
confere propriedades magnéticas, € um fator imp@tana determinacdo da
biocompatibilidade de amostras a base de NPM, gependendo de sua natureza podem
exibir comportamentos significativamente diferentEsn muitas amostras investigadas, o
composto utilizado é a magnetita {6g), ou a sua forma oxidada, a maghemjte{Os), que
por estar nesta forma, parece ser mais promissorapécacdes biomédicas, uma vez que a
possibilidade de desencadear processos oxidatovasganismo € mendChatterjee, Haik e
Chen, 2003Tartaj, 2003;Gupta e Gupta, 2005). Amostras de composi¢cOess@disarxibem
comportamentos também variados. Fluidos contendwmpzaticulas a base de ferrita de
manganés induziram morte, diarréia, genotoxicidadeflamacdo severa em camundongos
apos o tratamento (Lacava et al., 1999a), enquBlid a base de ferrita de cobalto

(Kickelhaus, 2003), ou de maghemita (Brugin, 200&hbas recobertas por citrato,
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mostraram um leve e temporario efeito inflamatégem letalidade aos animais. Neste
estudo, ML-Magh nao mostrou qualquer efeito prejadliao organismo, nas condi¢des
experimentais testadas.

A nanotecnologia tem desempenhado papel de destaguérea farmacéutica,
principalmente no que se refere ao desenvolvimaatsistemas coloidais poliméricos, como
as suspensfes de nanoparticulas ou de magnetohpassque buscam maior eficacia dos
farmacos pelo aumento de especificidade e redugiotodicidade, assim como o
desenvolvimento de liberagdo modificada. Estesersia$, entretanto, podem apresentar
instabilidade fisico-quimica, caracterizada pelagiulidade de aglomeracdo das particulas,
degradacgédo de polimeros e outras substancias eseontaminagcédo microbioldgica e perda
da substancia ativa encapsulada, durante o arnraeet@(Schaffazick et al., 2003).

Os fluidos magnéticos constituidos apenas por NRbblrertas com substancias
biocompativeis, como citrato e polifosfato, que aBondantes em sistemas vivos, conseguem
exibir caracteristicas desejaveis de biocompaldnle e estabilidade, o que é atribuido
principalmente a estas coberturas. A utilizacdorda camada lipossomal associada ao PEG
envolvendo as NPM tem potencial de conferir biocatiylidade e estabilidade ainda
maiores que as verificadas para amostras de flurdaméticos convencionais, uma vez que
sistemas lipossomais acarretam baixo reconhecinpetcsistema fagocitico mononuclear, e,
em condi¢Oes adequadas, ndo se aglomeram nemitaracipapidamente. Desde a primeira
descricdo dos lipossomas, mais de 40 anos atrégliBm, Standish e Watkins, 1965), seu
uso em sistemas de entrega de drogas a célulazombpg especificos tem recebido

consideravel e merecida atengéo.

5.2 Consideracfes sobre a avaliacdo morfologica déshagens de células ductais de
glandula submandibular humana (HSG) e mesangiais hmanas (CM) apos tratamento

com ML-Magh

A determinacdo da biocompatibilidade/ toxicidade dmostras baseadas em
nanoparticulas depende da realizacdo de um conjientestes bioldgicos procedidos taimo
vitro comoin vivo, e a avaliagdo da morfologia de linhagens celulemégs/adas na presenca
de substancias-teste consiste em uma etapa imggoréamda que preliminar, na determinagao
de efeitos induzidos por materiais nanoparticulados

Ao microscoépio de luz ndo foram encontradas alfEsmgnorfolégicas evidentes em

células HSG e CM expostas durante 24h a amostraMeigh, o que é um resultado
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interessante no que tange ao uso deste materiapkracdes biomédicas. Na analise néo foi
observada a interiorizacdo de magnetolipossomaas padlulas, o que pode refletir uma
excelente dispersédo das particulas em suspensédaeuana boa estabilidade de ML-Magh,

gue nado apresentou tendéncia a precipitar em neecultura, tendo sido verificados apenas
alguns pontos de coloracdo marrom entre as célilaglizadas, sugestivos de serem
magnetolipossomas aglomerados. As observacOesitdesdeverdo ser confirmadas, em
estudos futuros, por analises ao microscopio elietndde transmissdo, que além de permitir
visualizacdo ultra-estrutural das células, eviden@ interiorizacdo de materiais

nanoestruturados, ainda que nao estejam aglomgi@diosnha, 2007).

Possiveis alteragcdes morfologicas induzidas pasténbias colocadas em contato com
culturas celulares podem ser tdo sutis que serntoimgperceptiveis ao microscopio de luz.
Amostra baseada em polimeros de albumina magnétidagiu danos ao DNA e apoptose
em linhagens HSG e CM (verificados por ensaiosiaglidade e teste do cometa) (Saldanha,
2007), contudo, alteracdes morfologicas indicatd@sses processos ndo se confirmaram ao
microscopio de luz, o que é plausivel devido ao fi& que as células em fase tardia de
apoptose se desprendem das laminulas, ficam saspens meio de cultura e,
subsequentemente, sdo perdidas nas diversas lavagesgssarias no decorrer da preparacao
das células para a microscopia de luz (SaldanHa])2®or esta razao, resultadosvitro
sugerindo biocompatibilidade devem ser confirmgutostestesn vivo.

5.3 Consideracdes sobre os animais tratados com Milagh

Os camundongos utilizados neste estudo foram oradibs diariamente com relagéo
a morbidade e mortalidade. Considerando que efedowos diversos podem ser observados
devido ao uso de substancias exdgenas, observigdes feitas ao longo deste trabalho,
incluindo o monitoramento do peso corporal (ganb@eso durante periodo de tratamento) e
a ocorréncia de letalidade poés-tratamento. Casasaibidade (atividade motora diminuida,
atonia, surgimento de manchas ou queda de pélos m&#lcados) ndo ocorreram. Apos
administracdo de ML-Magh, as observacdes cliniGanodistraram que o tratamento néo
causou alteragBes tais como diarréia, hemorragié@ngto. O ganho de peso corporal foi
semelhante nos grupos controle e tratado, duradted periodo avaliado, e o tratamento com

ML-Magh ndo causou a morte de nenhum animal.
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5.4 Consideracfes sobre a avaliagdo da citotoxicila em células peritoneais — teste de
viabilidade celular com Nigrosina (microscopia de Uz) e com lodeto de Propidio

(citometria de fluxo)

A avaliacdo da viabilidade celular peritoneal apéstamento com substancias
baseadas em NPM é uma ferramenta Gtil para verdicaorréncia de toxicidade vivo. Os
macrofagos constituem a maioria das células dedpéri e atuam prontamente na resposta a
agentes estranhos na cavidade abdominal (Neuhalagsen, 2004). Macrofagos sdo capazes
de fagocitar NPM (Lacava et al.,1999b; Guedes, P@0& ferro presente nas amostras pode
catalisar reagbes que geram radicais livres, que spa vez podem causar danos as
membranas e ao DNA das células (Emerit, BeaumaivinT 2001), acarretando em morte
celular, que resultaria em uma baixa viabilidadésafratamento com NPM. Tal fato foi
verificado apés administragcdo de NPM de magnetitabrertas com &cido poliaspartico, que
sao reconhecidas pelo sistema fagocitico mononuelaearretaram até 30% de morte celular
cinco minutos e sete dias apos tratamento intitapedl (Sadeghiani, 2004). Camundongos
tratados com fluido magnético a base de nanopkasicde magnetita recobertas com
carboximetildextrana também sofreram diminuicamifiicativa temporéria (15 minutos - 48
horas) da viabilidade dos macréfagos peritoneaie¢és et al., 2005).

Em trabalho prévio foi mostrado que a viabilidadilar peritoneal de camundongos
nao alterou quando os animais foram tratados camdofl magnético composto por
nanoparticulas de maghemita recobertas com c{tBatmin, 2007), e 0 mesmo foi observado
com a amostra ML-Magh, que contém as mesmas NPiadgemita recobertas com citrato,
porém incluidas em lipossomas e associadas ao EE€& revestimento extra das NPM
contidas na amostra ML-Magh garante que seja r&gessiaior tempo para que sejam
reconhecidas pelo sistema fagocitico mononuclearfece maior estabilidade e dificulta a
perda da cobertura, o que favorece a ndo ocorrélec@anos téxicos que poderiam causar
morte celular.

A néao toxicidade de ML-Magh para as células pee#is foi evidenciada, tanto pelo
ensaio com Nigrosina e contagem em microscopiazijecbmo pelo ensaio utilizando lodeto
de Propidio e citometria de fluxo. A determinacé@ \dabilidade de células utilizando
corantes vitais e um microscopio de luz para camagianual em camara de Neubauer é
comumente utilizada (Sadeghiani, 2004; Guedes, ;2BQfgyin, 2007; Portilho-Corréa, 2007),
embora a técnica apresente a limitacdo de consnuiio tempo do pesquisador. O citbmetro

de fluxo realiza a analise individual de um nunm&gnificativo de células e a contagem se da
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de forma automatica e muito rapida, por meio desistema baseado em um feixe de luz
(laser) direcionado a um meio liquido que conténcroparticulas (p. ex.. células) em
suspensao e que passam em fluxo pelo aparelhmairacao das deteccbes de disperséo de
luz e de fluorescéncia permite as analises qutinéitae qualitativas realizadas pelo aparelho
(Jaroszeski e Radcliff, 1999). Os testes de viddule podem ser baseados na capacidade das
células viaveis de excluir o corante, enquantaasveis ndo o fazem (p.ex.: nigrosina), ou
no rompimento da integridade da membrana, que lplissia penetracdo de um corante ao
qual a célula normalmente € impermeavel (p.ex.l deutripan). A técnica utilizada em
citometria de fluxo consiste em mecanismo semethamtiodeto de propidio penetra em
células inviaveis devido ao rompimento da membragehilar, e por ser um corante
fluorescente, € excitado pelo laser de comprimédetonda de 488 nm (laser azul) e emite
uma fluorescéncia na faixa de 560 - 580 nm, quetecthda pelo canal FL2.

O modelo de Bland & Altman (Bland e Altman, 1998mpregado para evidenciar a
concordancia entre os dois métodos utilizados afiag@o da viabilidade celular peritoneal,
mostrou que as metodologias apresentam resultadit® semelhantes e séo, portanto,
intercambiaveis. Para que o nivel de concordamtra @s dados obtidos a partir dos métodos
utilizados seja considerado satisfatorio, a amgditentre os limites de concordancia, ainda
gue arbitrariamente determinada, deve ser pequBn#of, Conway e Holgate, 2000;
Martelli Filho, 2005). A representacao grafica magFiguras 6 e J que as linhas centrais
dos graficos, que correspondem a diferenca média as duas séries de medidas em cada
tempo, apresentaram valores que nao se distancidoaero (variaram de -2,2 a 9,9),
demonstrando um elevado grau de concordancia (seebse perfeita concordancia entre as
medidas, a diferenca seria igual a zero). Os po(pgeguenos quadrados) plotados nos
gréficos representam as diferencas de cada paedelas, e como 0os mesmos se distanciam
pouco da linha central, fica evidente a concordfanire as técnicas. Devem ser consideradas
também as linhas superior e inferior (tracejadas)gtaficos, que correspondem as variagdes
existentes nas observacoes efetuadas, e que erarmelds tempos foi considerada muito
ampla, posto que os valores encontrados, que adragarl8,9 (sete dias apds o tratamento),

nao sao significativos em se tratando da porcentatgecélulas vivas/ mortas.

5.5 Consideracdes sobre a contagem total e diferégade leucécitos sanglineos

A realizacdo de andlise citométrica por meio datagem global e diferencial de

leucdcitos do sangue periférico tem se mostradinstrumento importante na verificacdo de
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inducdo de processos inflamatorios ou alérgicos pateriais compostos por NPM
(Kickelhaus, 2003; Barbosa, 2004; Sadeghiani, 2BA4gin, 2007; Portilho-Corréa, 2007).

O processo inflamatdrio envolve uma série de egegte podem ser desencadeados
por numerosos estimulos, tal como a administragadraigas. As varias classes de leucdcitos
desempenham um papel essencial na inflamacao, & tigaa celular € capaz de realizar
atividades bastante especificas em relacdo a taspesencadeada pelo organismo. As
células avaliadas podem ser classificadas em pdbmacleares ou granulocitos (neutrofilos,
eosinofilos e basofilos) e mononucleares (linfa&ikomonadcitos) (Gilman et al., 2001; Rang
et al., 2004).

A inflamacg&o aguda é a resposta imediata e inéciah agente agressor. Uma vez que
dois componentes defensivos principais — os aposore leucédcitos — sdo normalmente
transportados na corrente sangilinea, é previsive$perado que fendmenos vasculares
desempenhem um papel de destaque na inflamacéa.a@sideucdcitos migram ao local ou
area inflamada dos tecidos danificados, sendo arsufficitos os primeiros tipos de células a
aparecer (revisto pasilroy et al., 2004), correspondendo, no inicio, predominantéenan
neutréfilos que aderem ao endotélio por meio deéoubhs de adesdo, migram através do
endotélio e atingem a regido da agresséo sob wntfla de agentes quimiotaticos. Assim,
apos administracdo de substancias nanoestruturades, sido observadas variagbes
significativas nas populagdes leucocitarias, enalgepresentativas de processo inflamatorio
brando e temporario e que ocorre de maneira temgose-dependentes (Brugin, 2007;
Portilho-Corréa, 2007).

Neste estudo, a amostra ML-Magh n&o induziu difgesignificativa nas populacdes
de leucdcitos quando comparadas ao controle, esimlEio auséncia de processo
inflamatorio induzido de uma hora a trinta dias apétratamento. Foi verificado aumento
estatisticamente significativo de eosindfilos ageea uma hora apds administracdo de ML-
Magh, o que possivelmente ndo esta relacionadepdsta inflamatdria, mas que denota um
processo alérgico imediato e que ndo volta a sefestar em tempos mais longos de
exposicdo aos magnetolipossomas. Eosinofilos séaaséque fagocitam e eliminam
complexos de antigenos com anticorpos que aparegeoasos de alergia. Esses granuldcitos
séo atraidos para as areas de inflamacéo alémgji@digtamina produzida principalmente por
basofilos e mastdcitoflunqueira e Carneiro, 1999). Ha evidéncias de agueosindfilos
produzem moléculas que inativam leucotrienos emista, assim modulando a inflamacéo.
Tanto nas parasitoses como nos casos de alengiamero de eosindfilos no sangue aumenta

(eosinofilia) (Junqueira e Carneiro, 1999). A catsmtdo de que outras populacdes
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leucocitarias ndo se alteraram em relacdo ao derdemonstra que a eosinofilia verificada &
temporaria e pode ter sido essencial em evitar nesosta exacerbada do organismo diante

da administracdo de ML-Magh.

5.6 Consideracdes sobre a avaliagdo da genotoxiaigee citotoxicidade em eritrécitos da
medula éssea — teste de micronucleo e indice derégitos policromaticos

O teste de micronucleo consiste em uma técnicaomitit na identificacdo de
substancias que causam danos citogenéticos (@astog ou aneugénicos), permitindo
determinar seu potencial genotéxico. Inicialmerde desenvolvido para a realizagdo de
triagens para identificacdo de substancias quimigess sdo capazes de causar dano ao
material genético em nivel cromossémico (Schmid@5)9mas seu uso foi ampliado e ele
serve também para monitorar populacfes expostgsraes com potencial danoso ao DNA e
ainda para avaliar a genotoxicidade de drogas l{Kaise Hayashi, 2000; Norppa, 2003).
Neste caso, a substancia-teste € administradareianem esquema de tratamento sub-agudo
e seu efeito € mensurado pela contagem da fre@i@ecieritrocitos micronucleados em
esfregacos da medula 6ssea (Schmid, 1975; Krishiayashi, 2000; Norppa, 2003).

Os MN podem ser constituidos de fragmento cromogsdpu cromossomo inteiro
gue permanece no citoplasma da célula, e no casoitdécitos, permanece mesmo apos o
nacleo principal da célula ser expelido no procedsanaturacédo (Schmid, 1975). Agentes
genotoxicos exercem sua acao sobre todas as célalawganismo e a verificacdo da
ocorréncia de MN em eritrécitos € um fendbmeno qaeilifa sua identificacdo e
quantificacdo, uma vez que essa célula € normaémanmticleada (revisto por Krishna e
Hayashi, 2000).

A proporcdo de EPC em relacdo ao total de eribscitormalmente é de 50%
(Schmid, 1975) e um desvio significativo nesta prgfo indica efeito citotoxico do
tratamento. Se um agente é capaz de interferirrobifgpacdo celular na medula 6ssea,
reduzindo a producdo de eritrocitos novos, podeaecluir que tal substancia causa
mielotoxicidade.

Testes de MN e verificagdo do indice de EPC séeiderados confidveis e tém sido
procedidos com freqiiéncia em estudos que verifiefgitos genotdxicos e citotoxicos em
animais tratados com materiais baseados em NPNtg§ret al., 2002; Garcia et al., 2002;
Kickelhaus, 2003; Barbosa, 2004; Sadeghiani, 2Bf4gin, 2007; Portilho-Corréa, 2007).
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Neste estudo, foi possivel demonstrar ausénciadigdo de danos genotdxicos por
ML-Magh, uma vez que a quantidade de MN a cada HRO analisados ndo chegou, em
média, a dois. O controle positivo empregado detnams confiabilidade da técnica, pois os
animais expostos a ciclofosfamida sofreram sigaifto aumento na frequiéncia de MN em
EPC. Em relagdo a %EPC, foram verificados valoréglios entre 53 e 58% nos grupos
tratados com ML-Magh, demostrando que a amostranuia citotoxicidade.

5.7 Consideracdes sobre a histologia dos pulmdegaido e baco

A escolha em avaliar pulmdes, figado e baco nestele foi feita com base no fato de
que estes sdo oOrgaos de intenso metabolismo owbala tecido linféide, o que permite
supor que sao essenciais na metabolizacdo e raspoghe aos magnetolipossomas da
amostra ML-Magh. Além disso, estudos anteriorexleam que estes 6rgdos tendem a
acumular NPM, em variados tempos ap0s sua adnasigésir (Barbosa, 2004; Sadeghiani,
2004; Brugin, 2007; Portilho-Corréa, 2007).

Os pulmdes séo altamente vascularizados e comtedsicas muito peculiares em
relacdo a sua circulacdo, exercendo papel impertaat hemodindmica do organismo,
auxiliando, por exemplo, na adaptacdo a mudancaeldme e fluxo sanglineo. Apresentam
também funcdes metabdlicas e esse conjunto detedssicas expressa a importancia em
avaliar a histopatologia pulmonar apés administragiavenosa de ML-Magh. Os resultados
mostram que magnetolipossomas tendem a formar pagregados nos pulmdes, o que pode
ser decorrente de sua estabilidade e de uma bibdisho adequada, além do baixo
reconhecimento pelas células fagocitarias dest@lolecque ndo desenvolveu processos
inflamatorios em nenhum momento apos administrad@oML-Magh, uma vez que o0s
pequenos infiltrados linfocitarios observados foraambém visualizados nos animais
pertencentes ao grupo controle. E provavel quesesgides de tecido linfatico facam parte
do conjunto conhecido como MALTMcosa-Associated Lymphoid Tissue, ou Tecido
Linféide Associado a Mucosa), o qual participa esposta imunitaria do organismo.

O figado, o6rgdo de intenso metabolismo do organisperticipa ndo sO da
biotransformacdo como também de processos de esigtearmazenamento de diversas
substancias, 0 que denota seu importante papeteessidade em avaliar possiveis alteracdes
em face da administracdo de magnetolipossomasg doguerificado histologicamente neste

trabalho. O tecido hepatico apresentou-se dentsopddroes normais nos variados tempos
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decorridos apos tratamento com ML-Magh e ndo fovanficados agregados de particulas
em nenhum momento.

O baco é um local de intenso acumulo de tecidditief e devido a sua riqueza em
células fagocitarias e ao contato intimo entre omgsa e essas ceélulas, representa um
importante 6rgéo de defesa do organismo (Jungadrarneiro, 1999), além de participar de
processos de hematopoiese e hemocaterese. A mesenentada de agregados de coloragéao
marrom ou azul nos tecidos investigados neste lltrabdenota quantidade aumentada de
ferro, provavelmenter proveniente da amostra ML-Magministrada. O ba¢co normalmente
apresenta esses agregados devido a grande quentidderro do sangue que circula pelo
tecido. A quantidade de agregados marrons/ azutofsiderada aumentada apenas no baco
de animais avaliados em 24h, o que pode signifjca a amostra esta presente em maior
concentracdo neste orgao um dia apos o tratam@gtegados de coloracdo marrom/ azul
apareceram em quantidades similares aos do contysldemais tempos.

Materiais particulados exdgenos podem desencagéadas teciduais por meio de um
Ou mais mecanismos, como pela geracdo de espéecitgas de oxigénio, danos ao DNA,
inflamacéo, fagocitose pelo sistema fagocitico nmoictear, levando ao acumulo de material
em orgdos como figado, baco e linfonodos e conségidésfuncéo tecidual (Nel et al., 2006).
O estudo de fluido magnético a base de NPM de nmaighhe@ecobertas com citrato, apos
administragdo em camundongos, ainda que com eleyradode biocompatibilidade, revelou
que o citrato ndo foi capaz de estabilizar adequadte as nanoparticulas, uma vez que
aglomerados foram visualizados ao microscépio denos tecidos pulmonar, hepético,
esplénico e renal, indicando que houve perda, momoi parcial, da cobertura das NPM,
ocasionando sua aglomeracdo e deposicdo nos t€Bidmgn, 2007). E frequente verificar a
ocorréncia (dose-dependente) de aglomerados de &RNecidos como pulmdes, figado e
baco de camundongos tratados com diferentes amodtraluidos magnéticos (Barbosa,
2004; Sadeghiani, 2004; Brugin, 2007; Portilho-€ayr2007), mas este ndo é um resultado
desejavel uma vez que o acumulo de nanoparticolds gesencadear as referidas injurias
teciduais. Quando as NPM de maghemita recobertas aitvpato foram condicionadas em
lipossomas e associadas ao PEG, dando origem atramidé-Magh, caracteristicas
relacionadas a sua estabilidade e capacidade dehexmimento pelo sistema fagocitico
mononuclear foram alteradas, possivelmente melasragksultando em raros achados de
aglomerados de nanoparticulas nos tecidos anatisaglodenciando boa dispersdo das
particulas apos administracéovivo, sem ocorréncia de precipitacdo nos tecidos oumnimes

de intensa fagocitose, o que poderia gerar umaostspinflamatéria indesejada.
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Magnetolipossomas contendo NPM de ferrita de cobaltassociadas ao PEG nao séo
rapidamente fagocitadas, por isso permaneceramnjaos tempo na circulagdo quando
comparadas a amostras muito semelhantes, como adgueontinha PEG e que pdde ser
visualizada ao microscoépio de luz no parénquimdidersos tecidos, 24h apdés administracao
em camundongos (Kuckelhaus et al., 2004). Espesulajue ML-Magh distribui-se
amplamente pelos tecidos, ndo se acumulando pmefel@ente nos 6rgdos avaliados.
Andlises em microscopia eletrénica de transmissamaa de ressonancia magnética devem
ser realizadas a fim de se afirmar de maneira pmislusiva sobre como os lipossomas de
ML-Magh penetram nas células e também sobre corb@destribuem pelo organismo.

Se as particulas provenientes de ML-Magh (que pelssénte infiltraram em diversos
tecidos, ainda que isso néo tenha sido visualizadmicroscopio de luz) tivessem potencial
para desencadear uma resposta inflamatoria, o&ciéag deveriam migrar do sangue ao local
ou area inflamada dos tecidos danificados, o gue tesultado em alteragfes nas contagens
global e diferencial de leucécitos, fendmeno ndseolado neste estudo. Conforme ja
discutido, os leucocitos migram sob influéncia dperdes quimiotaticos, e durante a
quimiotaxia e a fagocitose, leucocitos ativadosepodiberar metabolitos toxicos e proteases
para o meio extracelular e causar lesdo teciduatrd@ et al., 2000). A geracao de injurias
ainda que nao-infecciosas, nos tecidos, inicia tesposta inflamatoria e alguns sinais, tais
como a liberagéo de citocinas, conduzem ao recartimde leucdcitos ao local dos danos
(Hussain et al., 2003). Infiltrados inflamatorios muito pequenos e naioria das vezes nao
associado a presenca de nanoparticulas foramceelas em alguns cortes histolégicos neste
estudo, no entanto tais achados definitivamentefo@m significativos, tornando possivel
afirmar que a amostra ML-Magh né&o induz alteragiiedanos teciduais em pulmdes, figado

e baco.

5.8 Consideracdes sobre 0s ensaios bioquimicos

A depuracdo de substancias exdgenas administradasganismo, como farmacos,
ocorre, comumente, por via hepatica (metabolismmue#xcrecao na bile) e/ ou renal, sendo
comum que a droga inalterada ou seus metabdlittsjaes presentes na urina. Em
consequéncia, substancias toxicas ao organismarpodesar danos ao figado e aos rins, o
que pode ser monitorado por meio de uma série @mex bioquimicos indicativos do normal

funcionamento destes 6rgaos.
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O perfil enzimatico hepatico foi demonstrado peladores séricos dealanina
aminotransferase fosfatase alcalina, que permaneceram, de mayesiah dentro dos limites
normais quando comparados ao controle, indicanéooguanimais nao apresentaram danos
hepatobiliares, o que foi confirmado pela ausénidalesdes quando o perfil histolégico
hepatico de animais tratados com ML-Magh foi adaliaZao microscépio de luz. Este
resultado associado aos resultados normaislaténa aminotransferasam todos os tempos
apos o tratamento e de fosfatase alcalina nos tem@d.h, 6h, 12h, 24h e 7 dias, permite
inferir que o aumento de fosfatase alcalina sé&mad8h e 30 dias tenha sido provocado por
outros fatores, como por exemplo, um breve dedégoil mineral. Uma diminuicao
significativa de fosfatase alcalina ocorreu 15 dip®s o tratamento, mas observando os
resultados, percebe-se que isso ocorreu devido @aunmnto expressivo de fosfatase alcalina
nos animais do grupo controle, mais uma vez demandkd que a variagcdo desse parametro
pode ser decorrente de outros fatores que néo miattagdo de ML-Magh, que, portanto,
ndo causou altera¢des hepaticas nos animais.

Em relacdo aos exames indicativos da funcao ranakia sérica apresentou-se dentro
de valores normais quando comparados ao contropesak de ter havido aumento
significativo 48h apds administracdo de ML-Maghgumento da uréia ndo foi concomitante
a um aumento significativo de creatinina neste noesempo, e isso deveria ter sido
observado caso houvesse comprometimento renalmilosia. Possivelmente, essa foi uma
elevacéo fisiolégica e de origem pré-renal, queeptedt decorrido, por exemplo, de uma
maior ingestao protéica pelo grupo de animaisdosano periodo (Kaneko, Harvey e Bruss,
1997). Nao houve alteracdes nos valores séricosreiinina em relacdo aos animais do
grupo controle em nenhum momento. Diferentementgéia, a creatinina ndo esta associada
a alimentacdo do animal; € filtrada e ndo reabdanpelos rins e seus niveis seéricos
constituem um bom indicativo da funcdo renal. Asagens de uréia e creatinina séricas,
indicadas no controle da funcéo renal, evidenciam aamostra ML-Magh ndo causa danos

aos rins.

5.9 Consideracdes sobre os niveis séricos de ferro

O ferro é essencial para a maioria dos organisnvos ois participa de numerosos
processos vitais, desde os processos oxidativosaresd ao transporte de oxigénio para 0s
tecidos. E transportado no sangue pela transfegraranazenado nos tecidos quando ligado a

ferritina. Sua hemostasia € regulada, ndo pelaeesior mas principalmente pela absorgcédo. A
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deficiéncia de ferro é mais comum que o aumentppa@e ocorrer em consequéncia de
suprimento inadequado, aumento da demanda, perdgiisaa ou a combinacdo destes
fatores. O aumento pode se dar em alguns estadokgieos, como cirrose e anemia
siderobléastica, estando associado a muitos dosadrservados.

A amostra ML-Magh € constituida por lipossomas eodd nanoparticulas de
maghemita e sua administracdo representa um supdnf@rico ao organismo tratado. O
excesso desse mineral poderia acarretar estresdatiox nas ceélulas pela formacao
excessiva de radicais hidroxilas e superoxido, guamdo danos a membrana celular,
proteinas e DNA (revisto por Puntarulo, 2005). Aedminacdo do ferro sérico de animais
tratados com ML-Magh teve como principal objetiw@alaar se o ferro presente na amostra
seria capaz de elevar os niveis séricos deste mlemgue pudesse ser relacionado a
processos danosos eventualmente observados ers tagtes. Conforme esperado, ja que 0s
ensaios biolégicos mostraram que ML-Magh ndo cait#oxicidade, genotoxicidade,
alterac6es leucométricas nem danos teciduais, anisrgo dos animais tratados ndo sofreu
alteracdes significativas do ferro sérico apéatatnento com 10QAL da amostra.

A literatura indica que o valor de referéncia dodesérico para camundongos é em
média de 335 pg/dL (Kaneko, Harvey e Bruss, 19&R)lando que os animais utilizados
neste estudo apresentaram, de maneira geral, néeeisos inferiores, mesmo apos o
tratamento com ML-Magh. Para atender a recomenddg&pe cada laboratério estabeleca
sua propria faixa de valores de referéncia (Lap28@7), um grupo de animais (n=10) foi
empregado para a medicéo do ferro sérico, tendoogitido o valor médio de 294 ug/dL, que
foi utilizado para comparar as variagoes na quadadle ferro dos animais tratados com ML-
Magh em diferentes tempos. Foi verificado ainda qukit utilizado reage com o ferro
presente na amostra, o que pode explicar que epogede tratamento mais curtos, como 10
minutos e 1 hora, tenha sido verificado aumentéedo sérico, ainda que nao significativo.
O nivel sérico de ferro aumentou significativameagenas quando foi administrado o dobro
(200 pL) da dose usual em um grupo de animais guevialiado 10 minutos apds essa
aplicacdo, revelando que a amostra esta presentgraudacdo sangliinea e que o ferro
proveniente dela péde ser revelado pelo exame.

O leve aumento dos niveis de ferro, observado &mminutos e 1 hora apds
administracdo de ML-Magh, permite especular quenastra esta presente na circulacédo
neste momento inicial. Como 0s niveis séricos d® fdiminuem 6h, 48h e 7 dias apds o
tratamento, € ainda possivel especular que a phertBh a amostra penetre em tecidos do

organismo, voltando a circular no sangue 24h aptbatamento (leve aumento de ferro, ndo
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significativo). Ainda que as variacbes de ferro laogo do tempo ndo tenham sido
significativas, permitem inferir que a amostra Mlagyh circula por um tempo relativamente
longo (presenca de PEG) pelo organismo, entranslirelo de tecidos, o que é desejavel,
uma vez que ndo causa danos, conforme demonstedmotpstes realizados neste estudo.

Nanoparticulas de 6xido de ferro ndo sdo considsraikicas e podem eventualmente
ser quebradas para formar hemoglobina do sanguetdGuGupta , 2005). E levada em
consideracao a hipotese de que, apos a dissodad@oro do complexo nanoestruturado que
0 contém, as particulas exdgenas entrem na regderfi&aro endogeno do organismo (Lemke
et al., 2004). Sendo assim, os magnetolipossomadldblagh apresentam caracteristicas
interessantes para aplicacoesvivo. Pode-se ainda citar que a presenca das NPM de
maghemita confere a amostra uma outra caracteristiteressante, que € o0
superparamagnetismo, que permite que as particrggsndam magneticamente quando na
presenca de um campo magnético, mas ndo retentsTmagnetismo apds a remocao do
campo, o que explica sua preferéncia em aplicagdesédicas (Berry e Curtis, 2003; Tartaj
et al., 2003; Gupta e Gupta, 2005).

5.10 Considerac0es finais e perspectivas

Em estudo realizado com NPM a base de maghemitacebertas com acido
glutamico, Yan e colaboradores (2005) estudaramlaslde hepatocarcinoma humano
(SMMC-7721) tratadasn vitro com variadas doses da referida amostra e submedid®
minutos de campo eletromagnético de frequénciarnalia (200 kHz). As alteracdes
morfolégicas gerais foram avaliadas, mostrando lagleom caracteristicas de apoptose
(mudanca de forma, diminuicdo de tamanho) e aundmt®lulas necroticas e de fragmentos
celulares (sem forma ou bordas bem delimitadasnefte com observacdes por MET foi
possivel constatar as alteracdes celulares tiglaaapoptose: condensacdo da cromatina,
fragmentacdo nuclear, retragdo celular, além dodgramimero de NPM internalizadas nas
células tumorais e em organelas (nucléolo e lisne}o

Testesin vivo utilizando camundongos da linhagem BALB/C transtfados com
células de hepatocarcinoma humano (SMMC-7721)adcast com diversas doses de NPM a
base de maghemita recobertas com &cido glutamisobmetidos ao campo magnético para
realizacdo da magnetohipertermia mostraram quenaudicdo tumoral ocorreu de maneira
dose-dependente (Yan et al., 2005). A analise lbgita realizada por Yan e colaboradores

(2005) revelou o acumulo de NPM no estroma tumeral desaparecimento de células em
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locais adjacentes a este acumulo, além de umanéceética ao redor. O estudo considerou
gue a magnetohipertermia foi capaz de destruitagtumorais sem afetar o tecido normal.

Estes resultados sugerem perspectivas interessintestudos futuros com a amostra
ML-Magh, cujo tratamentan vitro nao revelou qualquer alteracdo morfologica em duas
linhagens celulares (CM e HSG). E possivel que aiaméo das células por MET revele
resultados que o microscopio de luz ndo foi cagamdstrar, e ainda, que a associacao do
tratamento com a utilizagdo de um campo magnéticdrefjiiéncia alternada desencadeie
morte celular, evidenciando seu potencial paraaplies na terapia contra 0 cancer por meio
da magnetohipertermia. Test@svivo com animais portadores de tumor também consistem
em perspectiva interessante na busca por evideocipotencial de ML-Magh na éarea
terapéutica.

Os mecanismos pelos quais as NPM entram nas sdamabém ndo foram ainda
esclarecidos (Yan et al., 2005). Especula-se qumdiulas sejam modificadas por ligantes
especiais e interiorizadas por meio de receptoregue células fagocitarias capturem-nas, ou
ainda que possam atravessar a membrana celulatrgsporte passivo devido ao seu
diametro pequeno (Yan et al., 2005). Experimenteos igvestiguem o0 mecanismo de agao
dos magnetolipossomas consistem em excelente pavspede continuidade dos trabalhos
com ML-Magh.

Durante a fase experimental deste estudo, uma ersmhelhante a ML-Magh, cuja
Gnica diferenca consistiu na associacdo de um @geotossensibilizante aos
magnetolipossomas, a zinco-ftalocianina, foi wiia em um teste-piloto de viabilidade de
células peritoneais. A amostra, denominada ML-M2gh; foi utilizada no seguinte esquema
de tratamento: dois grupos de animais (n=3-5) fatamdidos em (1) animais tratados via IP
com 100puL de ML-Magh-ZnF e avaliados quanto a liddole celular (testes com Nigrosina
e lodeto de Propidio) apds 24h; (2) animais tregada IP com 100uL de ML-Magh-ZnF e
apos 30 minutos, expostos a um sistema laser (BWyit [Source-Tech®) com emissao de
luz de comprimento de onda de 670 nm acoplado afibn@adtica que opera a uma poténcia
de 80 mW, durante 15 minutos e avaliados apdscdttiorme grupo 1. Os tratamentos foram
concomitantes aos dos grupos controle (PBS) edtraa@enas com ML-Magh, que foram
avaliados 24h ap0s tratamentos (conforme ja dejcatfim de que os resultados pudessem
ser comparados. A viabilidade celular apos estawmrtrentos ndo sofreu alteracdo (foi
superior a 95%), revelando a necessidade de ddsenento aprimorado de uma
metodologia para realizacédo de testes cujo obj&ivoemprego da terapia fotodinamica em

modelos animais. Varios fatores podem ter conttlibbyjara que as células ndo morressem
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apés o esquema de tratamento realizado, cuja dese€uz total correspondeu a
aproximadamente 360 J/&m Sabe-se que o tecido normal pode ndo acumular
substancialmente a droga, e neste caso os efeiteas da TFD requerem doses de luz muito
mais altas (450 J/cthpara causar morte celular (Heinrich Walt et 2006). No caso da
realizagdo da TFD em ratos portadores de tumoresgiogicos (células SC 102), doses de
laser entre 100 e 300 J/tforam suficientes para causar necrose tumoral pah aplicacdo
da droga e da luz (Heinrich Walt et al., 2006).

O intervalo entre a administracdo do fotossenséubr e a exposicdo a luz é um fator
determinante na eficacia da TFD, e pode ser que iaggrvalo necessite de ajustes na
metodologia empregada. Além disso, fracionar asside tratamento, ao invés de tratar com
dose Unica, pode ser crucial na destruicdo datasélumorais em diferentes estagios do ciclo
celular, assim como ocorre com 0s quimioterapiddspartir da adocdo de diferentes
estratégias para aplicacdo da TFD é possivel dtesétulas tumorais diretamente ou eliminar
o tumor por meio do ataque a vasculatura localrf@aok et al., 2002).

Muitos esforcos tém sido empregados no desenvohionele novos agentes
fotossensiveis. E necessaria a criagdo de novospasios que absorvam luz em
comprimentos de onda maiores (o0 que facilita atp@g@o da luz no tecido), compostos com
alta seletividade tumoral e baixa fotossensibil@ad pele. Com esta finalidade, muitos
agentes tém sido desenvolvidos e testados em gasqllolmans, Fukumura e Jain, 2003).
Um fotossensibilizador ideal deve ser biologicareeastavel, fotoquimicamente eficiente,
alvo-seletivo e deve apresentar toxicidade minimteeeido normal (Ackroyd et al., 2001). A
amostra ML-Magh-ZnF, utilizada em testes prelimdsameste estudo, contém zinco-
ftalocianina em sua formulag&o, e as ftalociang&s compostos que apresentam estrutura
similar a hematoporfirina, cujos derivados foram dms primeiros a serem testados em TFD
(Simplicio, Maionchi e Hioka, 2002). Alguns estudt&m mostrado que ftalocianinas
apresentam menos reacgoes indesejadas de fotodsda#bna pele em relacdo a outros
agentes (Ackroyd et al., 2001) e esta é uma dasgems que explica o interesse em investir
nos estudos utilizando tal classe de fotossenzalidires.

A forma de veicular estes agentes fotossensiveibdm € de extrema importancia.
Em estudo que compara a administracao de fotossezagior na forma aquosa e lipossomal,
foi demonstrado que 24h e 72h ap6s administracdaldas preparacdes, a entrega ao local
do tumor foi mais eficiente quando se usava a fdipeasomal (Jori, 1990).

Estudos bem delineados que envolvam metodologias gauantam a distribuicdo

seletiva do fotossensibilizador e 0 emprego ademjuded fontes de luz contribuirdo para
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melhores perspectivas de uso da TFD contra o cénmeatras doencas (Dolmans, Fukumura e
Jain, 2003).

A lacuna entre os conceitos introduzidos pela meatticina, os dados experimentais
publicados e a realidade clinica é enorme. Futesgmerimentos laboratoriais e estudos
clinicos terdo de revelar precisamente o potemerapéutico e diagnéstico da nanomedicina
(Pison et al., 2006).

Os cientistas acreditam que ainda € cedo paratgaaaseguranca de nanomateriais
em relacdo a avaliacdo e caracterizacdo toxicaodgicque ainda ha poucos dados de
seguranca até o presente momento. S&o necessBoatagens mais aprofundadas para
caracterizar os importantes aspectos relacionadalssarcao, distribuicdo, metabolismo e

excrecao desses materiais (Holsapple et al., 2005).
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Considerando que a amostra de magnetolipossomasseéd de nanoparticulas de
maghemita (ML-Magh) investigada neste estudo, peionde teste$n vitro e in vivo em
camundongos, (1) apresenta diametro médio (124ertajga de superficie (potencial zeta) (-
24,4 mV) negativa, e que estes sdo parametros aoleqoara garantir estabilidade e
seguranca na sua administra¢dwivo; (2) ndo induziu alteragdes morfologicas nas eélul
HSG ou CM aderidas as laminulas de vidro, evider@aao microscopio de luz; (3) nao
afetou a viabilidade de células peritoneais, can®owerificado pelas analises manual com
Nigrosina e automatizada por citometria de fluxdodeto de Propidio; (4) ndo induziu
processo inflamatério, o que foi verificado a pada contagem de leucécitos do sangue
periférico dos camundongos; (5) ndo induziu efeffe@sotdxicos nem citotdxicos, conforme
verificado pela contagem de eritrocitos micronudtsae a partir da analise do indice de EPC,
respectivamente, em células da medula éssea dendangos; (6) ndo acarretou alteracdes
histologicas importantes nos pulmdes, figado e bégcdos em que uma quantidade
irrelevante de agregados de particulas visiveimi@ooscopio de luz foi detectada; (7) néo
induziu alteracdes nos parametros bioquimicos aadi — ALT, FA, uréia e creatinina —
indicando que ndo causa danos hepaticos e re@iga(sou variacdes significativas na
dosagem de ferro sérico apenas quando o dobromtemoacdo da amostra foi usada, pode-
se concluir que apresenta biocompatibilidade ad&jusegundo o conjunto de experimentos
realizados, e pode futuramente servir como umanaltiga para o diagndstico e tratamento do

cancer.
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Anexo 1 Representacfes graficas mostrando medidas (Atadenho das particulas

(lipossomas) e (B) do potencial de carga da sugeffpotencial zeta).

(A)

Results

124

0,319

Z-Average (d.nm):
Pdl:

Intercept: 0,904

Size Distribution Report by Intensity

Diam. (nm) % Intensity  Width (nm)
Peak 1: 147 94,9 75,7
Peak 2: 4570 5.1 843
Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Intensity (%)

Size Distribution by Intensity

Size (d.nm)

Record 1799: Lipo ZnP|

(B)

Zeta Potential Report

Results
Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): -24.4 Peak 1: -24.4 100,0 19,3
Zeta Daviation (mV): 19,3 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/icm): 1,72 Peak 3: 0,00 0.0 0,00
Zeta Potential Distribution
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