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RESUMO

Fluidos magnéticos (FMs) sdo suspensdes coloidais estaveis contendo
nanoparticulas magnéticas (NPMs), com didmetro usualmente variando entre 5
e 15 nm, recobertas por uma camada estabilizante de natureza organica ou
inorgénica e dispersas em liquidos carreadores. As particulas magnéticas mais
frequentemente usadas sao ferritas cubicas, incluindo magnetita (FesO4) e
maguemita (Fe2O3). Nos ultimos anos, os FMs tém sido considerados materiais
promissores visando a novas aplicagdes na area biomédica. Com a finalidade de
compreender melhor os efeitos in vivo dos FMs, o presente estudo reporta testes
de biocompatibilidade em figado de camundongos com uma amostra de FM a
base de NPMs de magnetita recobertas com acido meso-2,3-
dimercaptosuccinico (DMSA). Os testes foram realizados entre um e cento e
vinte dias apés a injecdo de 100 pl de amostra contendo 4,3 x 10
particulas/cm®. Para as analises de biocompatibilidade, foram realizados estudos
em microscopia de luz e microscopia eletrénica de transmissdo. Os resultados
de microscopia de luz revelam que a particula, em figado, foi considerada
biocompativel, pois apesar de ter causado leve reacdo inflamatéria no 6rgéo,
este ndo sofreu alteragbes morfoldgicas. As nanoparticulas, a partir de um dia
de tratamento, eram fagocitadas por células de kupffer e em quinze dias de
exposicao ao FM-DMSA foram detectadas dentro de células endoteliais. As
analises de microscopia eletronica confirmam esses dois dados. Ainda com
quinze dias foram encontradas NPMs entre dois hepatdcitos, o que sugere sua
eliminagdo via canaliculos biliares como compostos integrantes da bile. Aos
trinta dias de tratamento com FM-DMSA houve um aumento do numero de
NPMs no figado, observado visualmente em analises de microscopia de luz.
Essa observacao foi corroborada por dados da literatura, o que indica que o
figado tem papel central no metabolismo e eliminagcdo das NPMs. Aos sessenta,
noventa e cento e vinte de tratamento, NPMs foram encontradas,
principalmente, em espagos-porta dentro de ductos biliares e em seu conjuntivo
intersticial. A analise de contagem da média de focos inflamatorios no
parénquima do figado nos animais experimentais revelou que o FM-DMSA gera
uma leve reagao inflamatoria que regride com o tempo, assemelhando-se ao
grupo controle. Portanto, o FM-DMSA pode vir a ser utilizado, no futuro, como
uma ferramenta na escala nanométrica para estudos de aplicacbes biomédicas
no figado.



ABSTRACT

Magnetic fluids (FMs) are stable colloidal suspensions containing magnetic
nanoparticles (MNPs), with diameter usually ranging from 5 to 15 nm, surface-
coated by an organic or inorganic stabilizer and dispersed in liquid carriers. Most
frequently used magnetic nanoparticles are iron oxide, including magnetite
(FesO4) and maguemite (Fe2O3). MFs have emerged as a promising material
basis for new possibilities in the biomedical field. In order to better understand
the in vivo effects of MFs, the present study reports the biocompatibility in mice
liver of a magnetite nanoparticle surface-coated with meso-2,3-
dimercaptosuccinic acid (DMSA). The test was performed from one to 120 days
after intravenous injection of 100 pl sample containing about 4,3 x 10"
particles/cm?®. Biocompatibility was investigated through light microscopy and
electron transmission microscopy. Light microscopy results revealed that FM-
DMSA is a biocompatible nanoparticle, because the liver did not show
morphological alterations. The MNPs, at 1 day of treatment, were phagocited by
kupffer cells and at 15 ™ days, they were detected into endothelial cells. Electron
microscopy results confirmed both data. In addition, at 15 days, the NPMs were
also found between two hepatocytes, suggesting the elimination by the billiar
canaliculi as a bile component. At 30 ™ day of treatment with FM-DMSA the
number of MNPs in the liver increased, as visually observed by light microscopy.
It is confirmed by the literature, what indicates the liver central role in the
metabolism and elimination of the MNPs. At 60 ™, 90 ™ and 120 ™ day, the MNPs
were mainly detected in liver portal space inside the bile ducts and in the
intersticial connective. Inflammatory focuses counting reveled that FM-DMSA
induced a small inflammatory reaction that reduces with time, became similar
with the control group.The results above suggest that FM-DMSA could be a

nanotool for specific biomedical studies and therapies in liver.



1) INTRODUGCAO

1.1) Nanotecnologia

O prefixo nano, em grego, significa ando. A nanotecnologia é
uma area de conhecimento que tem como principal objetivo aplicar
a ciéncia em escala nanométrica. Dessa forma, a manipulagcao de
atomos e moléculas torna-se viavel, permitindo a reducao ou
mesmo a eliminacdao dos fatores intervenientes para o
funcionamento de um sistema, seja este fisico, quimico ou
bioldgico (Whitesides & Aliviatos, 2001).

O desenvolvimento de microscépios de tunelamento e forca
atomica permitiu a visualizacao dos materiais e estruturas em nivel
atOmico. A observacdao de estruturas nanométricas, até entao
pouco conhecidas pela comunidade cientifica, abriu caminho para o
conhecimento e aplicacdo da nanotecnologia. Em 1959, o fisico
Richard Feynman, em uma palestra no Instituto de Tecnologia da
Califérnia, discorreu sobre a promissora aplicacao de materiais

nanoestruturados para o desenvolvimento da ciéncia. Em seu



discurso, Feynman sugeriu que engenheiros poderiam manipular
atomos, construindo estruturas mais ordenadas e com
caracteristicas novas de comportamento.

O desenvolvimento da nanotecnologia na fisica, na
engenharia e na ciéncia da computacao foi muito marcante nos
ultimos anos, pois as areas de conhecimento da informatica e da
robdtica necessitam de manipulacdo atdmica de componentes para
seu bom funcionamento.

A aplicagdo da nanotecnologia de materiais na area da
informatica abriu caminho para sua utilizacgdo na biomedicina.
Compostos bioldgicos ou quimicos em escala nanométrica podem
ser facilmente sintetizados e tém gerado excelentes resultados
quando administrados em sistemas bioldgicos.

Materiais nanoestruturados na area da saude podem ser
utilizados na construgdao de farmacos, cosméticos e particulas
magnéticas em escala nanométrica.

Os farmacos em escala nanométrica sao formados por
moléculas de compostos quimicos recobertos por coberturas
variadas, que vém sendo extensamente utilizados por industrias
farmacéuticas para fins de terapia. Dentre as suas vantagens em

relacdo aos farmacos comuns esta sua facil distribuicdo, o que



evita efeitos colaterais e uma deposicdo aleatéria do medicamento
pelo corpo (Tartaj et al., 2003).

Dentro dessa mesma linha de acdo direcionada dos
nanomateriais, a industria de cosméticos vem investindo macicos
recursos na construcdo dos nanocosméticos (Pankhurst, 2003),
gque podem aumentar a absorcdago do composto pela pele,
maximizando seu efeito no organismo.

As nanoparticulas magnéticas serao melhor abordadas pois

sao o objeto deste trabalho.

1.2) Nanoparticulas magnéticas e fluidos magnéticos

Nanoparticulas magnéticas (NPMs) sao moléculas extremamente
pequenas, com tamanhos que variam de 3 a 15 nm (Sun et al., 2004),
gue direcionam sua movimentacdo quando expostas a um campo
magnético.

As NPMs possuem em sua composicdo basica um metal
diretamente ligado a um o6xido de ferro, cuja composicao é
exemplificada como MFe,04. Nestas particulas, o M pode representar
um metal divalente como, por exemplo, niquel, cobalto, manganés ou

zinco (Sun et al., 2004).



As ferritas, consideradas nanoparticulas magnéticas, possuem a
estrutura basica de o6xidos de ferro. A magnetita, uma ferrita de
composicao quimica Fe,04, tem sido extensamente utilizada em
aplicacbes biomédicas de NPMs (Hutten et al, 2004, Gupta &Gupta,
2005). A magnetita isolada vem sendo aplicada como agente
contrastante para imagens de ressonancia magnética nuclear (Coroiu,
1999), tendo como principal evento adverso, a indugcao de processos
inflamatdérios nos orgaos utilizados para analise (Na, 2003). As
nanoparticulas magnéticas a base de magnetita podem ter iniUmeras
aplicacbes em terapias e diagndsticos.

Os fluidos magnéticos (FMs), ou ferrofluidos, sao sistemas
magnéticos coloidais nos quais o disperso €& constituido de
nanoparticulas magnéticas com diametros usualmente variando entre
5 e 15 nm, recobertas por uma camada molecular estabilizante de
natureza organica ou inorganica, dispersa em um solvente organico ou
inorganico.

Para a obtencdo de FMs estaveis em meio fisioldgico, isto €, em
pH neutro e forca i6nica apropriada (0,9% NaCl), é necessario o
recobrimento adequado da superficie da nanoparticula (Halbreich et
al., 1998). Nessas suspensdes, as interacdes particula-liquido sao
suficientemente fortes para que o comportamento magnético seja

transmitido ao liquido como um todo.



O tamanho das NPMs e o seu comportamento magnético no
fluido permitem gque as mesmas permanegam em suspensao quando
administradas em um sistema bioldgico. As NPMs sdo, dessa forma,
particulas de suma importancia para aplicacbes na area da
biomedicina, pois possuem pequeno tamanho, o que facilita sua
administracdo e eliminagcdo pelo organismo, além de exibir
comportamento magnético através da aplicacdo de um campo
magnético externo (Tartaj et al., 2003).

Fluidos magnéticos a base de magnetita possuem inumeras
aplicacbes biomédicas ja descritas pela literatura e que estdo
apresentadas no proximo item. Entretanto, estudos basicos que
envolvam andlise de biocompatibilidade desses compostos ferrosos
tornam-se imprescindiveis, visto que as novas tecnologias a serem
incorporadas as praticas terapéuticas necessitam de estudos que
comprovem a auséncia ou reducao de efeitos colaterais em humanos.
Dessa forma, estudos basicos de fase I, que demonstrem aceitacao e
eliminacao dessas particulas pelo organismo, sdo essenciais ao
desenvolvimento da nanobiotecnologia, area do conhecimento que
associa conceitos da nanociéncia a aplicagcdo desses compostos pela

area médica.



1.3) AplicacOes das nanoparticulas magnéticas

As nanoparticulas magnéticas possuem inumeras aplicacdes em
sistemas bioldgicos, sendo utilizadas para fins de diagndsticos,
laboratoriais e terapéuticos. Algumas aplicacdoes e seus resultados sao

mais detalhadamente descritos a seguir:

a) Aplicacbes de NPMs para fins de diagndstico por meio da técnica de
Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN).

A Ressonancia Magnética Nuclear é uma técnica poderosa de
diagnostico médico que permite a formacao de imagens em duas ou
trés dimensdes. Sob efeito de um potente campo magnético, prétons
do corpo sao sensibilizados de maneira uniforme, induzindo passagem
de atomos de hidrogénio dos compostos bioldgicos de um nivel
atdmico menos energético para outro mais energético. Uma vez
cessado o estimulo do campo magnético, o retorno dos atomos ao
nivel normal de excitacao eletronica induz liberacao de fotons, que sao
absorvidos e detectados pelo aparelho, permitindo, assim, a
identificacao de lesdes ou tumores com precisao maior que aparelhos
mais tradicionais como, por exemplo, o raio X.

A técnica da ressonancia magnética nuclear tem, entretanto,

algumas limitagdes, pois ndo detecta tumores em fase inicial de



desenvolvimento, o que poderia facilitar o tratamento e a cura de
doencas.

Inameros relatos de literatura (Coroiu, 1999; Lanza et al., 2004;
Rausch et al., 2004) demonstram o potencial de aplicacdo das
nanoparticulas magnéticas como importantes agentes de aumento de
contraste para fins de diagndstico por ressonancia magnética.

As NPMs agem como potencializadores da passagem dos atomos
de hidrogénio corpdéreo para um estado mais excitado na nuvem
eletrOnica atobmica (Baker, 2004). Assim, células tumorais que
possuem atividade fagocitica elevada para diversos compostos
absorvem as nanoparticulas magnéticas, aumentando contraste e,
dessa forma, melhorando a formacdao de imagens pela técnica da
ressonancia magnética nuclear.

Varios agentes tém sido utilizados como potenciais agentes
contrastantes. Particulas de magnetita, ou maguemita, estao sendo
usadas para diagnéstico de derrames, infarto do miocardio, lesdes no
figado e tumores. Estas particulas tendem a se acumular em tecidos
com caracteristicas diferentes ou com intensos processos fagociticos
(Kim et al., 2001).

Nesse sentido, Kim e colaboradores (2001), objetivando
desenvolver um marcador para diagndstico de alteragdes morfoldgicas

e funcionais no cérebro, por meio de estudo de imagens de



ressonancia magnética (RM), trabalharam com nanoparticulas de
magnetitas recobertas com 10-oleil éter polioxietileno, de didmetro
variando de 2 a 6 nanometros. Eles observaram que estas
nanoparticulas tém uma propriedade superparamagnética detectavel
na varredura de RM, podendo, assim, ser este um possivel substrato
de agente contrastante de ressondncia magnética. Além disso,
observaram que as nanoparticulas de pequeno tamanho podem ser
seletivamente transportadas para espacos intercelulares nanométricos
do cérebro, possibilitando também, no futuro, o seu uso na
vetorizacao de drogas no tratamento de doencgas neurodegenerativas,
por exemplo, doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer e epilepsia.

A utilizacdo de nanoparticulas magnéticas como agentes
contrastantes para o diagndstico médico abre um extenso leque de
técnicas para deteccdao de doencas e tumores. Entretanto, a
biocompatibilidade das particulas a serem administradas em um
sistema bioldgico deve ser analisada, de forma a serem medidas
concentracoes e formas de administracdao ideais de ferrofluidos.
Estudos com ferritas comumente utilizadas para exames de RMN
demonstraram que o ferro é fagocitado por células do sistema reticulo-
endotelial e armazenado em proteinas de ligacdo ao metal como, por
exemplo, a ferritina (Roberts et al., 2000). Anadlises bioquimicas e

histolégicas mostraram que, em aproximadamente trés meses, o



material é eliminado do organismo (Bacon et al., 1987).
Diferentemente do trabalho de Bacon e colabs. (1987) e Roberts e
colabs. (2000), alguns autores (Oswald, 1997; Na, 2003) citam
alteracdes bioguimicas e teciduais em 6rgdos expostos ao tratamento
com ferritas, demonstrando a necessidade de serem realizados

estudos para analisar a compatibilidade de nanoparticulas magnéticas.

b) Aplicacbes das NPMs em processos de separacao celular, a
Magnetoaferese

Atualmente, muita atencdo tem sido dada a extracdo sélido-fase
como uma forma de isolar e pré-concentrar componentes de uma
matriz. A Magnetoaferese, processo que visa a separacdo de células
por meio de um campo magnético, tem sido usada com fluidos
magnéticos acoplados a anticorpos especificos para tipos celulares
desejados. Quando expostas a um campo magnético, as células
reconhecidas pelos anticorpos conjugados ao fluido magnético podem
ser filtradas e separadas do conjunto restante (Da Silva et al., 1997).

Os procedimentos de separacdo celular e molecular por técnica
de aférese magnética vém sendo extensamente utilizados como rotina
laboratorial (Tartaj et al., 2003). A aplicagdo da magnetoaferese em
laboratério de deteccao celular é exemplificada no trabalho de Safarik

& Safarikova (2003), no qual um anticorpo para receptores celulares



de linfécitos T auxiliares é conjugado a ferritas, que exibem
comportamento magnético. As células conjugadas aos anticorpos
ferromagnéticos sao atraidas por um campo magnético e separadas do

|II

“pool” de células ndo-marcadas, permitindo a separacao de linfocitos T
auxiliares e T citotéxicos, que sdo importantes para o estudo e

desenvolvimento da imunologia celular.

c) Direcionamento de drogas utilizando NPMs.

O conceito proposto por Freeman e colabs. (1960) de que
particulas finas de ferro poderiam ser transportadas pelo sistema
vascular e serem concentradas em um ponto particular do corpo com o
uso de um campo magnético (Figura 01) abriu espaco para a utilizacao
de nanoparticulas magnéticas como carreadoras de drogas ou
anticorpos para tecidos ou 6rgao alterados. O processo de
guimioterapia direcionada utiliza um agente quimioterapico acoplado a
particula magnética, que é direcionada ao local do tumor por um
campo magnético. A droga interage diretamente no tumor, reduzindo
os efeitos colaterais de uma quimioterapia tradicional (Kharkevich et
al., 1989). A utilizacdo da técnica da quimioterapia direcionada foi
descrita recentemente por Jain e colaboradores (2005), que utilizaram
NPMs estabilizadas por acido hialurénico e acido oléico associadas ao

guimioterapico doxorubicina. Os resultados mostraram a capacidade



antiproliferativa da particula sob células tumorais, com efeito e
duracao dose-dependente.

Estudos de direcionamento de drogas utilizando NPMs podem ser
utilizados também para concentracdo e direcionamento de outros
farmacos, como, por exemplo, medicamentos administrados para

doencas negligenciadas como a tuberculose, a malaria etc.

Campo magnético

Tecido ‘

Suprimento
; arterial

magnético

Carreador ‘

Figura 01. Representacdo esquematica de um carreador magnético
usado no transporte de drogas para uma regido especifica do corpo.
Um cateter é inserido em uma artéria que irriga um tumor. Um campo
magnético direciona as nanoparticulas magnéticas para a regiao
levando consigo, por exemplo, um agente quimioterapico. Extraido de

(Tartaj et al., 2003).



d) Utilizacdo de NPMs no aquecimento e lesdo de células tumorais, a
magnetotermocitdlise.

A hipertermia € um procedimento terapéutico que consiste em
aumentar a temperatura de regidoes do corpo afetadas por crescimento
de células tumorais. O aquecimento da massa tumoral a temperaturas
que variam de 41 a 42° C induz a lise e conseqliente morte celular.
(Wust et al., 2002; Halbreich et al., 2002). Entretanto, a técnica da
hipertermia convencional ndao é muito efetiva, pois as dareas mais
internas  do tumor nao sdao aquecidas uniformemente e,
frequentemente, restam células tumorais vivas apds o tratamento. A
magnetotérmocitélise, uma técnica que associa a utilizacdo de NPMs a
hipertermia, foi utilizada como terapia contra o cancer (Yanase et al.,
1997) e alcangou excelentes resultados, com reducao ou completa
eliminacao de tumores sem grandes efeitos colaterais. Nanoparticulas
magnéticas, quando expostas ao um campo magnético alternado,
possuem a habilidade de vibracdo. Desta forma, a presenca de NPMs
dentro de células tumorais, quando expostas a um campo magnético
alternado, vibram e induzem a lesao celular e conseqiiente eliminacao
do tumor. A técnica da magnetotermocitdlise foi recentemente
utilizada por Ito e colaboradores (2004). Testes usando ferritas
recobertas por lipossomas, denominadas magnetolipossomas, foram

realizados recentemente com sucesso. Os magnetolipossomas



apresentavam, em sua superficie, anticorpos anti-HERII, um fator de
crescimento epidermal muito importante para a propagacao de
tumores. Células neoplasicas em cultura foram destruidas quando
incorporaram 0s magnetolipossomas e eram expostas a um campo
magnético alternado, demonstrando o potencial de aplicacdo dos

fluidos magnéticos na eliminagdo de inumeros tipos de canceres.

1.4) Biocompatibilidade de nanoparticulas magnéticas

A biocompatibilidade ¢é definida como a habilidade de um
material em criar uma reacdo especifica no organismo, de forma a
minimizar sua resposta téxica e ser facilmente eliminado pelo
individuo. Um composto biocompativel deve gerar minima alteracao
homeostatica e deve participar de vias metabdlicas de eliminagao
(Williams, 1999). Para a utilizacao de fluidos magnéticos em suas
possiveis aplicagdbes em sistemas bioldgicos, faz-se necessario o
estudo de sua biocompatibilidade, de forma a objetivar o
conhecimento de seus efeitos toxicoldgicos antes de sua utilizacdo em
seres humanos.

Entre os estudos de toxicidade celular, podemos destacar os
estudos basicos de biocompatibilidade das nanoparticulas magnéticas,

utilizando a técnica de microscopia de luz (ML) e microscopia



eletronica (ME). A técnica de ML, apesar de ser tradicional, € muito
utilizada para estudos toxicoldgicos. Por meio dessa técnica, podemos
visualizar evidéncias de resposta do organismo a um composto
exdgeno, como, por exemplo, presenca de infiltrados de células
inflamatérias, formacdao de processos fibroticos e alteragoes
morfoldgicas evidentes.

A microscopia eletrbnica complementa as analises da
microscopia de luz, fornecendo detalhes ndo visualizados,
principalmente em relagdao a alteragdes celulares, e confirmando

hipéteses levantadas por meio da ML.

1.5) Possiveis efeitos adversos ao uso de nanoparticulas

magnéticas no organismo

As nanoparticulas magnéticas sdo ferritas cuja composicao
quimica é representada pela férmula Fe,03. Oxidos de ferro circulando
livremente na corrente sanguinea sdo absorvidos por células do
sistema imunoldgico, principalmente fagodcitos (Wunderbaldinger et al.,
2002). No meio intracelular, os 6xidos de ferro sao metabolizados e o
metal em sua forma oxidada (Fe**) induz a formacdo de radicais livres

(compostos ricos em radicais OH-), que podem levar a peroxidacao



lipidica no meio intracelular. A lesao de membrana, induzida pelo
estresse oxidativo a que a célula fica submetida, gera sintese de
prostaglandinas, importantes mediadores celulares de processos
inflamatdrios (Abbas et al., 2002). As prostaglandinas sdo moléculas
derivadas de acidos graxos de membrana celular. Sua produgao induz
vasodilatacdo e acao quimiotdtica, atraindo células do sistema
imunoldgico para a regidao da lesdao. A atracao celular e a liberagao de
citocinas pelas células do sistema imune induzem um processo
inflamatdrio, que pode resultar em lesdo tecidual (Abbas et al., 2002).

A inflamacao é morfologicamente caracterizada pelo acumulo de
fluidos e leucdcitos na regido injuriada, com o objetivo de destruir,
diluir e isolar o agente exdégeno. Os principais participantes celulares da
inflamacdo sdao as células endoteliais, leucdcitos, mastdcitos,
plasmacitos, fibroplastos e os macréfagos residentes no tecido. Na fase
aguda da resposta inflamatoria, os neutrofilos sdo os leucécitos mais
numerosos, sendo também Vvisualizados mondcitos em grande
quantidade. Ja na fase crbnica, o perfil da populacdo celular se altera,
sendo que os macréfagos e os linfocitos sao os tipos celulares que
permanecem mais tempo no local da injuria (Anderson, 1998;
Babensee, 1998).

Diante do exposto, pode-se perceber que o excesso de ferro no

meio intracelular induz a formacao de processos inflamatérios nos



tecidos, o que pode levar a formacao de processos fibroticos ou a
neoplasia celular (Siah et al., 2005).

A hemocromatose é uma doenca de cunho genético causada pelo
excesso de ferro no organismo. Esta patologia é caracterizada por
mutacdo de genes responsaveis pela homeostase do ferro no
organismo, que é continuamente absorvido na dieta sem mecanismos
de retroalimentacdao negativa. Pacientes com quadro de
hemocromatose manifestam os primeiros sintomas por volta de 40
anos, desenvolvendo quadros de cirrose, carcinoma hepatocelular e/ou
insuficiéncia cardiaca. Gera-se, portanto, deposicao excessiva de ferro
nas células parenquimatosas, em especial as do figado, pancreas e
coracao (Souza et al., 2001). O tratamento para a hemocromatose
pode consistir na administracao de quelantes de ferro como, por
exemplo, o farmaco deferoxamina, ou a flebotomia, técnica simples
que consiste em retirar pequenas doses de sangue do paciente, de
forma a estimular a sintese de hemoglobina, proteina responsavel pelo
transporte de oxigénio no organismo (Siah et al., 2005).

A administracao de nanoparticulas magnéticas a base de ferritas
em camundongos pela via endovenosa poderia gerar fagocitose e
depdsito de compostos de ferro no organismo, que se assemelha,
biologicamente, a hemocromatose. Sabe-se, no entanto, que o ferro é

um componente essencial para a sintese de hemoglobina e de diversas



proteinas intracelulares, sendo vital para o desenvolvimento dos
sistemas bioldgicos.

O ion férrico é prontamente absorvido pelo organismo na dieta,
sendo transportado ativamente pelos enterdcitos no intestino delgado.
Parte dele é internalizado pelas células na forma de grupamentos heme
ou como ferro oxidado (Anderson et al., 2006). As ferroportinas,
proteinas presentes na membrana basolateral dos enterdcitos,
conjugam o ferro intracelular aos transportadores plasmaticos desse
metal, denominados transferrinas. As transferrinas sao liberadas na
corrente sanguinea e atingem diversos 6rgdos, principalmente o figado
e a medula déssea. O figado é o 6rgao que mais armazena e processa 0
ferro transportado (Siah et al., 2005). Os hepatdcitos possuem
receptores celulares para a transferrinas e ferritina, principal proteina
de armazenamento de ferro enddgeno. A ferritina € uma proteina
intracelular capaz de armazenar estoques de ferro e disponibiliza-lo
quando o mesmo for requerido pelo organismo.

A partir do que foi anteriormente exposto, pode-se prever que a
utilizacdo de nanoparticulas magnéticas em sistemas bioldgicos pode
gerar efeitos lesivos a tecidos, caso a concentracao administradas seja
elevada. A concentracdao de NPMs a ser injetada na circulagdao deve
garantir efetividade de tratamentos, exibir comportamento magnético

e permitir a metabolizacdao do ferro pelo organismo. A concentracao de



ferritina e transferrina plasmatica deve ser continuamente monitorada,
de forma a detectar precocemente intoxicacao do organismo por

excesso de ferro (Crichton & Charloteaux, 2002).

1.6) Estudo de fluido magnético estabilizado com DMSA

Fluidos  magnéticos recobertos por acido meso-2,3-
dimercaptosuccinico (DMSA) tém sido estudados como possiveis
agentes de deteccao e tratamento de doencas (Halbreich et al., 1998).
O DMSA ¢é um agente quelante, comumente utilizado na
desintoxicacdo de individuos expostos a metais pesados (Rademacher
et al., 2001). Este composto é hidrossoluvel e tem como fungao
principal se ligar a metais pesados como, por exemplo, o chumbo,
formando um complexo que, dessa forma, é facilmente eliminado da
circulacdo pela urina. O uso do DMSA como agente quelante ja foi
aprovado por Orgaos regulatorios internacionais e nacionais como o
Federal Drug Agency (FDA), nos Estados Unidos e a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no Brasil. Estes 6érgaos exigem, para
aprovagao e concessao de registro a um medicamento, testes clinicos

gque comprovem eficacia e baixa toxicidade ao organismo. O DMSA néo



induz, portanto, nenhuma lesao significativa no organismo sendo
considerado, até o momento, um composto biocompativel.

O DMSA é uma cobertura promissora para estabilizar os fluidos
magnéticos, pois possui caracteristicas moleculares singulares, que
permitem estabilizar a particula magnética e promovem a ligacao de
agentes efetores diretamente em sua estrutura (Halbreich et al., 1997,
Kalia et al., 2005), como anticorpos, outras proteinas e enzimas. A
utilizacdo de NPMs recobertas com DMSA, caso ambas sejam
biocompativeis, abre possibilidade de aplicacdes biomédicas ja citadas
e descritas anteriormente.

Existem parcas pesquisas com a utilizacdo do fluido magnético
recoberto com DMSA in vivo. FMs recobertos por acido meso-2,3-
dimercaptosuccinico (DMSA) tém sido estudados pelo nosso grupo de
pesquisa desde 2002, quando Chaves (2002) injetou,
intravenosamente FM-DMSA em camundongos, em periodos de tempo
que variavam entre cinco minutos e 24 horas. Foram coletados o
sangue e varios 6rgaos, entre eles figado e pulmdo. Apds analise por
microscopia de luz e ressonancia magnética, observou-se a presenca
de aglomerados de particulas magnéticas a partir de cinco minutos de
tratamento, principalmente nos pulmodes. Além disso, os resultados de
ressonancia magnética mostraram a auséncia de particulas

magnéticas no sangue aos cinco minutos de tratamento. A ressonancia



detectou também a presenca de particulas magnéticas no figado, o
gue nao foi observado em analise de microscopia de luz, a qual nao
possui resolucao para a visualizacdo de particulas nao aglomeradas.
Os resultados sugerem que o FM é rapidamente retirado da circulacao
sanglinea, alojando-se, neste curto periodo de tempo, principalmente
no tecido pulmonar e pouco no tecido hepatico.

Recentemente, Garcia (2005) analisou os efeitos de FM-DMSA
em pulmao de camundongos Swiss, no periodo de um a 90 dias de
tratamento, analisando sua biocompatibilidade e biodistribuicdao. Em
suas anadlises de ressonancia magnética, as NPMs inicialmente
apresentaram-se como um sinal maior no pulmao, mas no 30° dia a
quantidade de particulas era comparativamente maior no figado,
sugerindo, segundo a autora, que o FM-DMSA sofre uma redistribuicao
no organismo, apesar das NPMs ainda serem detectadas no pulmao
até 90 dias apds o tratamento. Anadlises de biocompatibilidade por
meio de técnicas de ML e ME demonstraram que o FM-DMSA, em
pulmdo, causou uma resposta inflamatdoria moderada, mas que
regrediu em noventa dias de tratamento.

Assim, a andlise da biocompatibilidade em figado de animais
submetidos ao tratamento com FM-DMSA, nos mesmos periodos
investigados por Garcia (2005) torna-se necessaria, uma vez que o

figado é o segundo 6rgao preferencial de depdsito das NPMs. Além



disso, a elucidacao dos reais efeitos do FM-DMSA no organismo, a
médio e curto prazo, é de fundamental importancia para avaliar as
provaveis aplicacdbes biomédicas deste tipo de fluido magnético no

futuro.



2) OBJETIVOS

Tendo em vista o potencial de utilizacdo de FMs nas aplicacoes
biomédicas e a necessidade da caracterizacao bioldgica dos
biomateriais, o objetivo deste trabalho é estudar os efeitos bioldgicos
subagudos e cronicos de FM constituido por particulas de magnetita
recobertas por acido 2,3 meso-dimercaptosuccinico (DMSA), em figado
de camundongos Swiss, por meio de técnicas de microscopia de luz e
de microscopia eletronica.

Objetivos especificos

1) Determinar a distribuicdo log-normal e o diametro

médio das nanoparticulas da amostra de FM-DMSA.
2) Determinar, apdés administracdo endovenosa de FM-
DMSA in vivo a biocompatibilidade da particula em
figados de camundongos Swiss, no periodo de 1 a 120
dias, por meio de técnicas de Microscopia de Luz e
Microscopia Eletronica;

3) Verificar a dinamica do processo inflamatério induzido
por FM-DMSA por meio da contagem de focos
inflamatdrios no tecido hepatico no periodo de 1 a 120

de tratamento.



3) MATERIAL E METODOS

3.1) Nanoparticulas magnéticas recobertas por DMSA (NPMs-

DMSA)

Amostras de FM contendo nanoparticulas de magnetita (Fesz04)
estabilizadas pelo recobrimento com acido meso-2,3-
dimercaptosuccinico (DMSA) em meio aquoso, foram produzidas e
gentilmente cedidas pelo Dr. Nobert Buske, da empresa Berlin-Heart

(Berlin-Alemanha). A amostra continha 4,3 x 10® particulas/cm?.

3.2.) Caracterizacao das particulas de magnetita do FM-DMSA

por Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Amostra de FM foi diluida 1000 vezes em agua destilada e
colocada sobre telas de microscopia eletrbnica recobertas com
Formvar®. Apds secarem por duas horas, as telas foram levadas para
analise e fotomicrografias em um microscoépio eletréonico JEOL 1011, do
Laboratdrio de Microscopia Eletronica da Universidade de Brasilia. Os
diametros das particulas magnéticas (n = 467 particulas) foram

obtidos por analise computacional, utilizando-se o programa ImagePro



4.0. A distribuicao de didmetros das particulas foi obtida utilizando-se

o melhor ajuste de distribuicao lognormal (Morais et al., 2002).

3.3) Animais

Camundongos Swiss fémeas, com sessenta dias de vida, obtidos
da Industria Quimica do Estado de Goidas (IQUEGO, GO), foram
mantidos no Biotério do Departamento de Genética e Morfologia da

Universidade de Brasilia (IB-UnB), com temperatura controlada (=

23°C) e ciclo claro/escuro de 12/12 horas, com fornecimento de agua

e racao a vontade.

3.3.1) Grupos Experimentais

Os animais foram separados em 2 grupos:

a) Grupos experimentais (GE) - cada animal recebeu uma injecao
Unica, via endovenosa (EV), de 100uL de FM na concentracdo de
4,3 x 10'° particulas/cm® em solucdo salina. Os animais, num
total de seis para cada grupo experimental, foram mortos em

intervalos de um dia (GE1), dois dias (GE2), sete dias (GE7), 15



dias (GE15), 30 dias (GE30), 60 dias (GE 60), 90 dias (GE90) e

120 dias (GE120).

b) Grupo controle (GC) - cada animal recebeu uma injecao Unica
com 100uL de solugdao salina. Os animais, num total de
dezesseis, foram mortos nos mesmos tempos de cada grupo

experimental (dois animais para cada grupo).

Os animais foram mortos por deslocamento cervical e tiveram
seu figado coletado para analises em microscopia de luz e microscopia
eletrbnica.

Este procedimento foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica
no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da

Universidade de Brasilia em setembro de 2003.

3.4) Microscopia de Luz - ML

Todo o tecido hepatico coletado foi cortado em pequenos
fragmentos e estes fixados refrigerados a 4°C, por 12 horas em
solugcdo de Davidson para microscopia de luz (ML). O fixador de

Davidson foi selecionado para a realizagdo deste trabalho, pois sua



penetracdo, em tecidos muito moles como o figado, € mais lenta e,
dessa forma, diminui seu ressecamento. A composicao da solugao
estoque do fixador de Davidson utilizada nesse trabalho foi: 400 mL de
glicerina, 1200 mL de alcool etilico a 95%, 800 mL de formol a 37% e
1200 mL de agua destilada. Na hora do uso, foi realizada uma mistura
da solugao estoque do fixador e de acido acético, na proporcao de 1:9.

Apds o periodo de fixacdo, as pecas foram desidratados com
etanol, em uma série de concentracdes crescentes, a 70, 80 e 90%,
durante uma hora cada, e trés vezes de uma hora a 100%. Em
seguida, as pecas foram colocadas para diafanizar em uma solugao 1:1
de alcool e xileno por uma hora, seguido por trés banhos em xileno
puro de 1 hora cada. Para a inclusdo, o material foi submetido a trés
banhos de resina Histosec® (Merck, Alemanha) e mantidos em estufa a
59°C, sendo o primeiro banho sob vacuo. Por ultimo, o material foi
incluido na mesma resina, em blocos moldados por barras de
Leuckhart. Apds a solidificacdo da resina, foi utilizado um micrétomo
Leica RM2125RT para obtencao de cortes de 5 um de espessura.

Para uma melhor andlise do 6rgdo dos animais de cada grupo
estudado, foram realizados cortes semi-seriados dos blocos: para cada
16 cortes de tecido coletado, (quatro cortes por laminas - total de
quatro laminas), 10 fragmentos eram descartados. Dessa forma,

quase toda a totalidade do érgao foi seccionado, gerando uma colecao



histolégica com, aproximadamente, 50 laminas, conforme detalhado
na figura abaixo (figura 02).

O material foi montado em laminas de vidro mantidas em estufa
a 37°C, por no minimo quatro horas, para melhor aderéncia dos cortes

nas laminas. Das quatro laminas montadas de cada série
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Figura 02: Esquema para realizacao de cortes semi-seriados em

grupos controle e experimental de figado.

de 16 cortes, somente as duas primeiras foram utilizadas para
coloracdao, ficando as demais guardas como reserva. Assim, para a
coloracao histoldgica, as laminas foram submetidas a um processo de
hidratacao, com banhos em trés solugdes de xileno (um minuto cada),
trés solucdes de alcool etilico 100% (um minuto cada), alcool etilico
90%, 80% e 70% (um minuto cada). Para a coloragcao por

Hematoxilina e Eosina (H&E), as primeiras laminas de cada série foram



colocadas em hematoxilina por trés minutos e posteriormente em
eosina por dois minutos (apds breve banho em agua corrente).
Visando a deteccdo de acumulo de ferro em seu estado férrico
(Fe**) no tecido, a coloracdo pelo método de Perls, ou azul da Prussia,
foi utilizada. Esta técnica é util para identificar granulos de ferro
intersticial ou celular no tom azul brilhante e intenso. Apds
desparafinizacao e hidratacdo, as segundas laminas de cada série
foram colocadas em solugdo 1:1 de ferrocianeto de potassio 2% e de
acido cloridrico 2%, por 15 minutos. Em seguida foram lavadas
rapidamente em agua destilada e coradas em vermelho neutro 2% por
dois minutos. Depois da coloracdao, por qualguer um dos métodos
descritos, o material foi desidratado em uma concentracao crescente
de etanol 70%, 80%, 90%, 100% (trés vezes) e xileno puro (trés
vezes). Apds o ultimo banho de xileno, as laminas foram recobertas
com laminulas utilizando-se Entellan® (Merck, Alemanha) para a
aderéncia das mesmas e colocadas para secar na estufa, a 37°C, por
12 horas. As laminas foram analisadas e as imagens capturadas em
um microscépio Axioskop 20 da Zeiss, acoplado a uma cadmara digital

CCD-IRIS, utilizando o programa Pixel View Station ML.



3.5) Contagem de focos inflamatérios nos cortes de figado de

animais controle e tratados com FM-DMSA

Como descrito anteriormente, foram obtidas 50 |dminas de
cortes semi-seriados de um ldébulo hepatico de cada animal, tanto do
grupo controle quanto dos grupos experimentais. Para andlise dos
focos de inflamacao no tecido hepatico de cada animal, foram
selecionados cinco animais de cada grupo experimental e cinco do
grupo controle. De cada animal selecionado foram escolhidas
aleatoriamente cinco laminas, eqiidistantes, de forma que o método
permitisse abranger a representatividade do 6rgdao. Desta forma,
foram analisadas, por exemplo, uma lamina bem no inicio da colecao
histoldgica, outra préoxima da lamina 13, uma préoxima da de numero
25, outra préxima da lamina 37 e uma ultima junto do final da
colegao.

A contagem dos focos de inflamacao foi realizada no microscépio
Axioskop 20 da Zeiss com magnificacao de 10x, sendo que todo o
corte selecionado foi analisado quanto a presenca de infiltrados
inflamatérios. O nimero médio de focos inflamatérios observados em
cada grupo foi submetido a analise de variancia (ANOVA), aplicando-se
o teste de Fisher (EstatView para Windows) em nivel de significdncia

de 5% (p<0,05).



3.6) Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Para microscopia eletronica de transmissdo (MET) foram
coletadas amostras de figado de todos os animais. O material cortado
foi reduzido a pecas de aproximadamente 1 mm?3. As amostras foram
fixadas por duas horas a 4°C em fixador Karnovisk modificado, que
consiste de paraformaldeido 4%, glutaraldeido 2%, cacodilato de
Sddio 0,1M pH 7,2-7,4 e sacarose 3%.

Apds a fixacdo, as amostras foram lavadas trés vezes, por 15
minutos cada, em tampao cacodilato de sédio 0,1M (pH 7,2-7,4), pos-
fixadas em tetréoxido de ésmio 1% (0OsO4) e tampdo cacodilato de
sédio 0,1M (1:1) por duas horas no escuro e lavadas com agua
destilada. Permaneceram em solucdo aquosa de acetato de uranila 2%
por 12 a 14 horas no escuro e foram desidratadas em acetona (50%,
70%, 90%, e 100%) em banhos de 15 minutos cada, sendo que o
banho de acetona 100% foi repetido quatro vezes. A infiltracdao foi
realizada seguindo-se, em seqiéncia, as seguintes proporcoes de
acetona e resina, respectivamente: (2:1), (1:1), (1:2) por seis horas

cada, e finalmente resina pura. Em seguida as amostras foram



emblocadas com resina Spurr (Electron Microscopy Science, EUA) pura
e polimerizadas a 60°C por dois dias.

A ultramicrotomia foi realizada em um ultramicrétomo (Leica
Ultracut R) com facas de vidro, com cortes feitos a espessura de
70nm, esticados com cloroféormio, recolhidos com auxilio de uma
espatula e depositados em telinhas de cobre. O material foi
contrastado em uranila 2% por 40 minutos e em chumbo por 10
minutos e, posteriormente, analisado e fotografado em microscépio
eletrénico de transmissao JEOL JEM - 1011 Electron Microscope, do

Laboratdrio de Microscopia Eletronica, da Universidade de Brasilia.



