VERUSCA CRISTINA PIZZATTO FONTANIVE

SINTESE, CARACTERIZAQAOE ANALISES IN VITRO E IN VIVO DA
TOXICIDADE DE NANOPARTICULAS DE FERRITE DE COBALTO
PARA APLICACOES BIOMEDICAS

GUARAPUAVA
2012



Verusca Cristina Pizzatto Fontanive

SINTESE, CARACTERIZACAO E ANALISES IN VITRO E IN VIVO DA
TOXICIDADE DE NANOPARTiCpLAS DE FERRITA DE COBALTO
PARA APLICACOES BIOMEDICAS

Dissertacdo a ser apresentada ao programa de Poés-
Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas como requisito para
a obtencdo do Titulo de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

a Universidade Estadual do Centro-Oeste.

Orientador: Prof. Dr. Luiz Fernando Cotica
Co-orientador: Prof. Dr. Najeh Maissar Khalil

Guarapuava
2012



Catalogacgéo na Publicacéo
Biblioteca Central da UNICENTRO, Campus Guarapuava

F681s

Fontanive, Verusca Cristina Pizzatto

Sintese, caracterizacdo e analises in vitro e in vivo da toxicidade de
nanoparticulas de ferrita de cobalto para aplicagBes biomédicas / Verusca
Cristina Pizzatto Fontanive. — — Guarapuava, 2012

xiv, 77 f. 1il. ; 28 cm

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual do Centro-Oeste em
associacdo ampla com a Universidade Estadual de Ponta Grossa, Programa
de Pés-Graduacédo em Ciéncias Farmacéuticas, 2012

Orientador: Luiz Fernando Cotica

Co-orientador: Najeh Maissar Khalil

Banca examinadora: Valdirlei Fernandes Freitas, David Livingstone Alves
Figueiredo

Bibliografia

1. Farmécia. 2. Nanoparticulas. 3. Ferrita de cobalto (CoFe,0,). 4.
Toxicidade. |. Titulo. Il.Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas.

CDD 615




TERMO DE APROVACAO

VERUSCA CRISTINA PIZZATTO FONTANIVE

SINTESE, CARACTERIZAGAO E ANALISE IN VITRO E IN VIVO DE TOXICIDADE DE
NANOPARTICULAS DE FERRITE DE COBALTO PARA APLICACOES BIOMEDICAS

Dissertagio aprovada em 12 de dezembro de 2012, como requisito parcial para obtengfo do grau de
Mestre no Curso de Pés-GraduagBio em Ciéncias Farmacéuticas, associagio ampla entre a
Universidade Estadual do Centro-Oeste, UNICENTRO ¢ Universidade Estadual de Ponta Grossa,
UEPG, area de concentragfo em Farmacos, Medicamentos e Biociéncias Aplicadas a Farmacia, pela

seguinte Banca Examinadora:

Prof.%z{z Fernando Cdtica - UEM

Orientador/Presidente

iy

Prof. Dr. Valdirlei Fernandes Freitas - UEM

Membro
N

Prof. Dr. David Livingstone Alves Figueiredo - UNICENTRO

Membro

GUARAPUAVA-PR

2012



Ao meu noivo pela ajuda fundamental e aos
meus queridos pais, irmdo e cunhada pelo
constante incentivo.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, onde busquei forgas em todos os momentos.

Aos meus pais, Idene e Sérgio, que me incentivaram e acreditaram em mim e no
sucesso deste mestrado.

Ao meu irmédo, Messias, que é mais do que um irméo, é um amigo, minha cunhada
Liliane.

Ao meu noivo Rafael, que sempre me deu forca, ficou do meu lado em todas as horas,
especialmente nas piores, fundamental. Te amo!

As minhas amigas que, mesmo longe, estdo sempre presentes e me apoiando, minhas
verdadeiras e sempre amigas: Marli, Cétia, Jessika, Simone, Ronisa e Saionara, essenciais em
minha vida.

A minha amiga e colega de mestrado Janaina com que dividi viagens, conversas e
muito aprendizado, muito obrigada pela ajuda.

Ao meu amigo Tiago que muito me ajudou, sempre disponivel.

As colegas Viviane e Luciana que me ajudaram em experimento.

Ao meu orientador Prof. Dr. Luiz Fernando Cotica pela oportunidade de trabalho e
desta conquista, persisténcia e imensa ajuda.

Ao meu co-orientador Prof. Dr. Najeh Maissar Khalil, que ajudou para que este
trabalho se realizasse.

A contribuico das alunas de IC do Prof. Najeh na UNICENTRO.

Aos ICs do Prof. Luiz Fernando da UEM, guando estive em Maringa, pelo auxilio na
producdo das nanoparticulas.

A contribuicio da secretaria Elisangela, sempre pronta para responder meus e-mails
cheios de duvidas.

A FADEP — Faculdade de Pato Branco que disponibilizou seus laboratérios para
realizacdo do experimento in vivo e do Prof. Ms. Oriel, parceiro fundamental.

Ao Dr. André Mazuco, do Laboratério S&o Roque de Coronel Vivida onde foram
realizadas as analises bioquimicas.

Agradeco a todos que, direta ou indiretamente, auxiliaram no desenvolvimento desse
trabalho.



H& um tempo em que € preciso abandonar as
roupas usadas, que ja tem a forma do nosso
COrpo, e esquecer 0s nossos caminhos, que Nos
levam sempre aos mesmos lugares. E o tempo da
travessia: e, se ndo ousarmos fazé-la, teremos
ficado, para sempre, a margem de nds mesmos.

Fernando Pessoa



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

LISTA DE FIGURAS

MEtodos de SiNteSe de NPS........c.ccvviiiieiere e
Representacao da difracdo de raios X por um cristal............c.cceoveveinnnnn,
Comportamento magnético de nanoparticulas.............cccccevererereseinannns

Esquema demonstrando carreamento de farmacos utilizando
nanoparticulas magnéticas e um gradiente externo de campo magnético..
Diagrama esquematico de ensaios de citotoxicidade em hemacias e
leucdcitos polimorfonucleados...........cocveeiieiecie e
Demonstracdo esquematica dos compostos e procedimento utilizados
para sintese de NPFC’s através do método sol-gel...........cccoovevviiinnnnnnnn,

Difratografia de raios X nas diferentes temperaturas de sintese de
NPFC’s (A - 300° B - 400° C - 500° C)....oovvvrrrrrerreieierie e se e saereeeens

Demonstracdo da curva de histerese caracteristica de materiais
MAGNELICOS. .. .veeiveeie ettt e s e et e e re e ba e reentesneeanas

Micrografia da microscopia eletrénica de varredura, escala de 10 nm......
Micrografia da microscopia eletrénica de transmisséo, escala de 100 nm.

Efeito de NPFC’s sobre hemacias. Hemacias (5%) incubadas a 37° C
por 24 h sob constante agitacdo na auséncia ou presenca de diferentes
concentracoes de NPFC’s. A liberagdo de hemoglobina, apds
centrifugacdo, foi determinada pela leitura da absorbancia em 540nm...

Efeito de NPFC’s sobre a viabilidade de LPMN. Concentrado de LPMN
incubados por 6h a 37° C na auséncia ou presenca de diferentes
concentragdes de NPFC’s, realizado com Azul de Trypan 1,5%.............

Cortes histolégicos dos rins de camundongos machos do grupo controle
(A), e dos grupos que receberam a suspensdo de NPFC’s nas doses de 1
mg/Kg (B) e de 5 mg/Kg (C) Via oral..........ccevvereiiiiiiiiiicieic e
Corte histolégico do rim de camundongos machos, que receberam a
suspensao de NPFC’s na dose 5 mg/Kg via oral com presenca de
cistificagdo/calCifiCagdn...........cevvviieiieri i

Corte histoldgico do figado de camundongos machos do grupo controle
(A), e dos grupos que receberam a suspensdao de NPFC’s nas doses de 1
mg/Kg (B) e de 5 mg/Kg (C) VIa Oral.........ccccooviiriiiiiiiinenc e
Cortes histologicos do bago de camundongos machos do grupo controle
(A), e dos grupos que receberam a suspensdo de NPFC’s nas doses de 1
mg/Kg (B) e de 5 mg/Kg (C) viaoral.........ccceeveevieiiiiiie e

Cortes histologicos do rim de camundongos fémeas do grupo controle
(A), e dos grupos que receberam a suspensao de NPFC’s nas doses de 1
mg/Kg (B) e de 5 mg/Kg (C) VIa Oral.........ccccooviiriiiiiiiinenc e
Cortes histologicos do figado de camundongos fémeas do grupo
controle (A), e dos grupos que receberam a suspensdo de NPFC’s nas
doses de 1 mg/Kg (B) e de 5 mg/Kg (C) viaoral..........cccceeevevvieiincinnnnnn.

30

34

37

42

43

44

45

46

48

53

54

55

57

60

62



Figural9 - Cortes histologicos do bago de camundongos fémeas do grupo controle
(A), e dos grupos que receberam a suspensdo de NPFC’s nas doses de 1

mg/Kg (B) e de 5 mg/Kg (C) viaoral...........cccevveveeeieiieie e 64



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

LISTA DE TABELAS

Massas dos reagentes de acordo com a proporcdo molar de
Etilenoglicol: Nitrato de Ferro € Co:Fe.......coviiiiiiiiiiiee
Média e desvio padrdo dos marcadores bioquimicos no grupo dos
camundongos machos na auséncia e na presenca de diferentes
concentracdes da suspensao de NPFC’s........coccvviiiiiiiiniin e
Andlise de variancia dos dados dos marcadores bioguimicos em
CcamuNAoNgOS MACKNOS.........ccviiiiierieee e
Média dos valores da dosagem de uréia entre camundongos machos,
na auséncia e na presenca de diferentes concentracfes da suspensdo

Média e desvio padrdo dos marcadores bioquimicos no grupo dos
camundongos fémeas na auséncia e na presenca de diferentes
concentragdes da suspensdo de NPFC’s.........ccoiiiiiiiii i
Anélise de variancia sobre os dados dos marcadores bioquimicos em
CcamuNAONQOS TEMEAS........ccveiieiiee e

36

49

49

50

51



LISTA DE ABREVIATURAS

AST Aspartato aminotransferase

ALT Alanina aminotransferase

Co Cobalto

CoFe;04 Ferrita de cobalto

DMSA Acido dimercaptossuccinico

DRX Difracdo de raios X

FAL Fosfatase alcalina

Fe Ferro

Fes04 Magnetita

Fe,O3 Maghemita

HE Hematoxilina/eosina

IRM Imagem por ressonancia magnética
LPMN Leucacitos polimorfonucleados

M Magnetizacédo

MEV Microscopia eletronica de varredura
NiFe,04 Ferrita de niquel

Nm Nandmetro

NPFC Nanoparticula de ferrita de cobalto
NPFC’s Nanoparticulas de ferrita de cobalto
NP Nanoparticula

NPs Nanoparticulas

SER Sistema reticulo endotelial

TEM Microscopia eletronica de transmisséo
VSM Magnetometro de amostra vibrante

ZnFe,04 Ferrita de zinco



RESUMO

Nanoparticulas magnéticas (NPs) sdo produzidas, principalmente, a partir de Fe;O4
(magnetita) e Fe,O3 (maghemita), como também de CoFe,O, (ferrita de cobalto), NiFe,O4
(ferrita de niquel), entre outras. As NPs de ferrita de cobalto (NPFC’s) apresentam diversas
aplicacBes possiveis na area biomédica, dentre as quais se destacam: a liberagéo controlada de
farmacos, agentes de contraste para imageamento por ressonancia magnetica, carreadores de
farmacos guiados por campo magnético, tratamento de tumores via hipertermia, separagédo
biomolecular magnética e diagnostico. Frente tantas possibilidades de aplicacdo das NPs
magnéticas foi desenvolvido, via processo sol-gel modificado, a sintese de NPFC’s com
tamanhos entre 30 e 100 nm. Realizaram-se caracteriza¢fes via difratometria de raios X,
analises magnéticas, microscopia eletrdnica de varredura e microscopia eletronica de
transmissdo. ApOs essas determinacdes, realizaram-se testes in vitro com células sanguineas
humanas, utilizando diferentes concentragdes das NPFC’s verificando a possivel
citotoxicidade. Os testes utilizados foram de viabilidade em leucdcitos polimorfonucleados
(LPMN) e hemacias, onde ndo ocorreu citotoxicidade sobre as células na presenca de
NPFC’s. O experimento in vivo foi realizado com camundongos, machos e fémeas, sendo
administrada por via oral uma suspensédo de NPFC’s em diferentes concentracfes por sete
dias. Ao final, foram coletadas amostras para dosagem de creatinina, uréia, fosfatase alcalina
(FAL), aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), na avaliacdo dos
marcadores bioquimicos, em geral, ndo houve alteracdes significativas que demonstrassem
danos, exceto por alteracdo na dosagem de uréia no grupo dos camundongos machos. Foram
retirados figado, rins e baco dos animais para avaliacdo histologica, em dois cortes do rim, do
grupo dos camundongos machos que receberam a suspensdo de NPFC’s, observou-se
formacao de cistificacdo/dilatacdo, no entanto nas demais analises dos 6rgaos ndo ocorreram
alteracOes significativas indicando danos. Os resultados demonstraram que as NPFC’s
apresentam biocompatibilidade contribuindo na avaliacdo para a possivel utilizacdo de

NPFC'’s para no direcionamento de farmacos.

Palavras-chave: nanoparticulas, ferrita de cobalto (CoFe,Q,), toxicidade.



ABSTRACT

Magnetic nanoparticles (NPs) are produced mainly from Fe3O, (magnetite) and Fe,Os;
(maghemite), as well as CoFe,O4 (cobalt ferrite), NiFe,O4 (nickel ferrite), among others. The
NPs of cobalt ferrite (NPFC's) have several possible applications in the biomedical field,
among which stand out: the controlled release of drugs, contrast agents for magnetic
resonance imaging, carriers of drugs guided by magnetic field treatment of tumors via
hyperthermia, magnetic separation and biomolecular diagnostics. Front many possibilities for
applying the magnetic NPs was developed by sol-gel modified synthesis NPFC's with sizes
between 30 and 100 nm. Characterizations were performed via X-ray diffraction, magnetic
analysis, scanning electron microscopy and transmission electron microscopy. After these
determinations were carried out in vitro with human blood cells using different concentrations
of NPFC's checking the possible cytotoxicity. The tests were polymorphonuclear leukocytes
in feasibility (PMNL) and red blood cells, where there was no cytotoxicity on the cells in the
presence of NPFC's. The experiment was performed in vivo in mice, male and female, being
orally administered a suspension of NPFC's in different concentrations for seven days.
Finally, samples were collected for measurement of creatinine, urea, alkaline phosphatase
(ALP), aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT), assessment of
biochemical markers, in general, there were no significant changes that would show damage,
except for changes in the levels of urea in the group of male mice. Were removed liver,
kidney and spleen of the animals for histological evaluation in two cuts the kidney, the group
of male mice that received the suspension NPFC's, it was observed the formation of
cistificacdo / dilation, however in the other analyzes organs no changes indicating significant
damage. The results showed that the NPFC's biocompatibility feature contributing to the
evaluation of the possible use NPFC's for the targeting of drugs.

Keywords: nanoparticles, cobalt ferrita (CoFe,O,), toxicity.
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1. INTRODUCAO

A inddstria farmacéutica tem realizado pesquisas no intuito de melhorar as caracteristicas
dos farmacos, especialmente, na elaboracdo de formas farmacéuticas adequadas, via de
administracdo mais eficaz, evitando a acdo de interferentes, direcionando os farmacos,
visando, assim, a reducdo dos efeitos colaterais, da toxicidade e garantindo o efeito desejado.
Vérias tecnologias sdo empregadas para melhorar o sabor, controlar a liberagdo, prolongar seu
efeito e, dessa forma, melhorar a qualidade de vida das pessoas que necessitam fazer uso
continuo de farmacos.

Dentre tantas inovagdes e possibilidades, a nanotecnologia é mais uma ferramenta para
esse segmento. Por serem estruturas nanométricas, elas auxiliam na incorporacdo de
farmacos, na absor¢do, no transporte, através da corrente sanguinea, oferecendo sistemas que
aumentam a eficicia dos farmacos sem elevar o risco de danos dessas substancias. As NPs
magnéticas, compostas de diferentes materiais, sdo consideradas muito promissoras para uso
na incorporacdo de farmacos. Sendo as NPs magnéticas biocompativeis, além dos beneficios
acima citados, possibilitam a incorporacdo de farmacos que poderdo ser direcionados ao seu
local de acdo. As NPs magnéticas devido suas caracteristicas podem contribuir com a redu¢édo
da dose do farmaco, direcionando este para seu local de acdo, evitando que venha a atuar em
outros 6rgdos ou tecidos, reduzindo os efeitos colaterais, menor risco de toxicidade, menor
tempo de circulagdo no organismo, controle adequado da dose, local de acdo e tempo de
eliminacao.

Os materiais magnéticos podem ser compostos de diferentes atomos ou ions com varios
momentos magnéticos. As NPs magnéticas para aplicagdes bioldgicas sdo sintetizadas
normalmente a partir de Fe;04 (magnetita), Fe,O3; (maghemita), CoFe,O, (ferrita de cobalto),
NiFe,O, (ferrita de niquel) e demais 6xidos (YANG et al, 2006), j& as NPFC’s demonstram
uma forte reacdo ao campo magnético (HAFELI, CHASTELLAIN, 2006).

Na udltima década, nanoestruturas magnéticas de ferritas, como as de cobalto, atrairam
intenso interesse cientifico e tecnoldgico, por possuirem uma vasta aplicacdo na area da saude
devido & possibilidade de manipulagdo quimica das propriedades magnéticas (YUAN et al,
2010).

As aplicacdes de ferritas de cobalto baseiam-se nos seguintes principios fisicos:
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» A aplicacdo controlada de gradientes de campo magnético (uma forca magnética) em
torno do local de destino desejado, para posicionamento remoto das NPs magnéticas
em 0Orgdos ou tecidos (segmentacdo, implantes magnéticos, separacdo magnética
aplicada ao sequenciamento de DNA);

» A utilizacio do momento magnético das NPs magnéticas como uma
perturbacdo da ressondncia nuclear de prdtons (contraste para Imagem por
Ressonancia Magnética - IRM);

» Uso de particulas magneticas agitadas por um campo magnético com fins de
aquecimento (hipertermia magnética) (TOMITAKA et al, 2009).

As ferritas de cobalto possuem um enorme potencial para aplicacdes em diversas areas
tecnoldgicas, podendo ser utilizadas em casos de hipertermia magneética, liberacdo prolongada
de farmacos (em tratamento de tumores), transporte de enzimas, preparacdo de fluidos
magnéticos, catélise e IRM (AVDEEV et al, 2010; KIM et al, 2008; THASSU et al, 2007;
WANG et al, 2011).

Quando utilizadas como agentes de contraste em ressonancia magnética, as NPs
magnéticas possuem grande utilidade. Melhoram o contraste da imagem para o
monitoramento de células especificas e acompanhamento do seu destino, sendo o tempo de
permanéncia delas no organismo um critério importante no procedimento de imagem
(SCHLORF et al, 2011).

Na hipertermia - producdo de calor acima da temperatura normal do corpo — as NPs
podem ser usadas clinicamente para a erradicacdo de células cancerosas apds alcancarem
certos 6rgdos ou tecidos, onde se encontram os tumores. O aquecimento € relacionado a uma
reversdo magnética que gera calor, causando a hipertermia e destruindo o tumor, por estresse
oxidativo, sem causar dano aos tecidos proximos, que ndo contém as NPs (HAFELLI,
CHASTELLAIN, 2006; KIM et al, 2008; NAQV!I et al, 2010; VO-DINH, 2007). O bloqueio
da passagem de nutrientes no endotélio capilar também é responsavel pelo rompimento
celular (SINCAI et al, 2001).

Nas aplicagbes biomédicas, as NPFC’s podem ser revestidas para garantir a
estabilidade coloidal, maior tempo de circulacdo, superficies funcionais e propriedades
diagnosticas. O encapsulamento por silica, por exemplo, é usado para prevenir ou minimizar
intoxicagdo por vazamento dos ions de cobalto, além de outros revestimentos. (HAFELI,
CHASTELLAIN, 2006; WANG et al, 2011; YANG et al, 2006). O revestimento é Util para
conferir mais estabilidade e biocompatibilidade (GUGLIELMO et al, 2010).
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No entanto, para uma alta eficicia em aplicacBes bioldgicas, as ferritas de cobalto
devem obedecer algumas exigéncias, como serem o0 mais esférica possivel, serem
biocompativeis e superparamagnéticas (HAFELI, CHASTELLAIN, 2006).

Sendo assim, a justificativa deste trabalho esta apoiada no fato de que, a aplicacdo de
NPFC’s no desenvolvimento de novas formas de tratamentos demonstrou importantes
resultados. Estes apresentam algumas vantagens que justificam a sua utilizagéo, tais como, (i)
desempenho terapéutico superior em relacdo a farmacos veiculados através de formas
farmacéuticas convencionais; (ii) aumento da adesdo do paciente ao tratamento devido a
diminuicdo no nimero de doses diarias e de efeitos colaterais e (iii) tratamento de doengas

para as quais as terapias convencionais séo limitadas ou oferecem grave toxicidade.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O objetivo consiste na sintese de NPFC’s, por um método de facil execucdo e boa
reprodutibilidade, caracterizagio de NPFC’s, através da determinacdo do tamanho,

composi¢do, comportamento magnético e avaliacdo da toxicidade in vitro e in vivo.

2.2. Objetivos especificos

» Desenvolver os protocolos para obtengdo de NPFC’s;

A\

Proceder a sintese de NPFC’s de acordo com os protocolos desenvolvidos;

» Caracterizar as NPFC’s quanto a morfologia, didmetro, propriedades magnéticas e
Ccomposicao;

» Avaliar a citotoxicidade sobre heméacias e LPMN;

» Determinar o efeito da administracdo oral da suspensdo de NPFC’s, sobre marcadores

bioquimicos (FAL, ALT, AST, uréia e creatinina) e sobre figado, rins e baco de

camundongos machos e fémeas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Nanotecnologia

A nanotecnologia surgiu hd mais de 20 anos como empreendimento cientifico, sua
evolugdo, junto com a bioquimica, veio como uma nova ferramenta para auxiliar na
visualizacdo e deteccdo de reagdes bioldgicas nos organismos vivos em escala nanométrica
(VO-DINH, 2007).

Os nanomateriais diferem significativamente de outros materiais por dois fatores
principais: 0 aumento da area de superficie e os efeitos quanticos. Sendo assim, podem ter
propriedades como reatividade, caracteristicas elétricas e comportamentos in vivo
modificados (THASSU et al, 2007). As propriedades dependentes do tamanho e a
proximidade das dimensfes de macromoléculas bioldgicas levaram a uma aproximacao entre
nanotecnologia e biologia, trazendo grandes avangos em diagndsticos médicos, terapias
especificas, bem como para biologia molecular e celular. A combinacdo de nanotecnologia
molecular e biologia possibilitam a geracdo de novos dispositivos capazes de analisar as
estruturas celulares a nivel molecular de processos até entdo impossiveis de investigacao
(VO-DINH, 2007).

A faixa de tamanho dessas particulas, que possuem maior interesse no campo da
biologia e da medicina, esta entre 1 a 100 nm, materiais que, neste intervalo, possuem
diferentes propriedades. A area da superficie aumenta drasticamente, 0 que ird apresentar um
novo produto quimico com propriedades fisicas melhoradas em comparacdo ao mesmo
material em tamanho maior (THASSU et al, 2007; VO-DINH, 2007).

O conhecimento da nanotecnologia também oferece aplicagBes na agricultura, no
controle da polui¢do do ar, na nanoeletronica, na saude, no armazenamento e producdo de
energia (THASSU et al, 2007).
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3.2. Nanoparticulas magnéticas

As NPs magnéticas sdo feitas normalmente de magnetita, maghemita, ferrita de
cobalto, ferrita de niquel e demais Oxidos (YANG et al, 2006). Na ultima década,
nanoestruturas superparamagneticas de ferritas, como as de cobalto, atrairam intenso interesse
cientifico e tecnoldgico por possuirem vasta aplicagdo na area da salde pela possibilidade de
manipulacdo quimica de algumas propriedades, como composicdo, tamanho, formato e
comportamento magnético em nivel atdmico (YUAN et al, 2010).

Os diametros das NPs magnéticas utilizadas estdo entre 2 e 150 nm. O tamanho da
particula influencia nas propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas. Particulas muito
grandes, em torno de 300 nm, sdo usadas como agente de contraste para ressonancia
magnética do trato gastrointestinal, enquanto particulas menores (20 nm) séo Gteis como
carreadores para tratamento de tumores (VO-DINH, 2007).

A ferrita de cobalto possui excelente estabilidade quimica e fisica, controle preciso
sobre composicdo e estrutura, sendo o sucesso de sua aplicacdo pratica dependente dessas
propriedades (GUGLIELMO et al, 2010; MATTEI, PEREZ, 2009).

3.3. Métodos de sintese de nanoparticulas magnéticas

Dois tipos de processos podem ser utilizados na producdo de NPs, o top-down e 0
bottom-up. O top-down envolve a reducdo de materiais de tamanho maior para micro e
nanoescala, partindo da macroescala, reduzindo todas as particulas numa imagem
tridimensional, chamadas assim de pontos quanticos. O processo pode ser realizado de trés
maneiras, sintese quimica, automontagem e montagem posicional. Os processos bottom-up
utilizados para fabricacdo de nanomateriais sao processos sol-gel, deposi¢do quimica a vapor,
pirolise a laser, condensacdo molecular, processo hidrotermal e outras técnicas desenvolvidas
recentemente. Constroem a nanoestrutura &tomo por atomo, molécula por molécula (figura 1)
(THASSU et al, 2007; VO-DINH, 2007).
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Figura 1: Métodos de sintese de nanoparticulas.
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Adaptado de THASSU et al, (2007, p. 4)
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A aplicacdo de ferrita de cobalto é fortemente influenciada pelas propriedades
magnéticas. Para uso biomédico de NPFC’s estas devem possuir uma faixa estreita de
distribuicdo de tamanho, um alto valor de magnetizacéo, além de forma esférica uniforme e
comportamento superparamagnético em temperatura ambiente (CABUIL et al, 2011; LI et al,
2010). O sucesso da aplicacdo pratica depende da capacidade de controle dessas
caracteristicas, fortemente afetadas pelo processo de sintese (MATTEI, PEREZ 2009;
VICENTE et al, 2002).

Vérias rotas de sintese estdo sendo exploradas para preparacdo de NPFC’s, como co-
precipitacdo, via hidrotermal, microemulsdo, hidrolise forgada e vias de oxidagéo-reducéo.
Contudo, a maior dificuldade nesses métodos tradicionais é a aglomeracdo dessas particulas e,
na maioria dos casos, a dificuldade do controle do tamanho e forma, o que restringe muito sua
aplicacdo (KASHEVSKY et al, 2008; LI et al, 2010).

A fim de resolver esse problema, a decomposicdo termal de precursores
organometalicos em solugdes orgénicas com altas temperaturas tem sido explorada na
preparacdo de NP monodispersa de ferrita de cobalto com controle de tamanho e forma. A
maior desvantagem é que o método necessita de reagentes tdxicos e caros, alta temperatura de
reacdo e uma operagdo complexa (LI et al, 2010).

A sintese através do método sol-gel consiste em uma técnica de processamento de

materiais que, a partir de sais reagentes (nitratos, cloretos e sulfatos), extensivamente
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hidrolisaveis em solu¢Bes aquosas, resulta em espécies pequenas (podendo chegar a
dimensdes nanomeétricas), polinucleares, as quais sofrem condensacédo e precipitam durante o
aumento do pH. Estas caracteristicas sdo importantes quando se pensa na obtencdo de pds
muito finos.

A técnica sol-gel para sintese de NPFC’s, que também pode ser utilizada para a sintese
de outras ferritas, é simples de ser executada, possui boa reprodutibilidade, baixo custo e
estabilidade de NPFC’s formadas conforme demonstrado em outros estudos (VENDRAME,
2011).

A sintese de NPFC’s de forma adequada, com distribui¢do de tamanho estreita,
estabilidade e formato esférico uniforme é fundamental para estudos e uso em aplicacdes

biomédicas. Sendo esse método de grande aplicabilidade, por atender a esses requisitos.

3.4. Caracterizacdo de nanoparticulas magnéticas

O tamanho nanomeétrico é uma caracteristica das NPs e, quantificar este com precisao
é importante. A forma das NPs também interfere, pode ser esférica, retangular, entre outras,
influenciando na area e no didmetro. Resultados como, forma de distribuicdo e tamanho,
podem depender do processo de obtencdo da nanoestrutura (GUPTA, KOMPELLA, 2006).

H& um grande nimero de métodos para a caracterizacdo de NPs como: espalhamento
de luz dinamico (espectroscopia de correlacdo de fétons), ressonancia magnética nuclear,
difracdo de raios X (DRX), espalhamento de luz estatico, turbidimetria, particula Unica de
sensor Optico, microscopia eletrébnica de varredura (MEV), microscopia eletrénica de
transmissdo (TEM), microscopia de forca atdbmica, filtragdo, fracionamento de um campo de
fluxo, hidrodindmica cromatogréfica, eletroforese, calorimetria diferencial de varredura, além
de métodos aclsticos como espectroscopia acustica.

A determinacdo das caracteristicas da particula pode sofrer variagdo no resultado
conforme o método de andlise escolhido (GUPTA, KOMPELLA, 2006; THASSU et al,
2007).

Nesse sentido, as andlises realizadas na caracterizacdo das NPFC’s serdo de DRX,
MEV e TEM.
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3.4.1. Difragéo de raios X

A DRX é uma técnica analitica versatil e ndo destrutiva utilizada para avaliacdo de
solidos cristalinos, o que abrange materiais naturais e sintéticos, revelando informacdes sobre
sua estrutura cristalina (BEDE, 2010).

Ocorre a DRX sempre que uma frente de ondas passa através de fendas cuja
separagdo é comparavel ao comprimento de onda da radiacdo. Necessariamente, pode-se dizer
que a técnica de medida DRX é baseada na interacdo da radiacdo eletromagnética de
comprimento de onda (~0,1 nm) com planos de atomos do sélido cristalino (SCHETTINO
JUNIOR, 2009).

A estrutura cristalina é uma distribuicdo regular tridimensional de atomos no espago.
Estes &tomos permanecem organizados formando, em uma dire¢do, uma variedade de planos
paralelos separados entre si por um espacamento interplanar d, conforme as caracteristicas do
material. Para qualquer cristal, os planos existem em uma série de orientacGes diferentes, cada
qual com seus proprios espacamentos d particulares (SCHETTINO JUNIOR, 2009).

Quando um feixe de raios X monocromatico com comprimento de onda incide sobre
um material cristalino em um angulo 6, a difracdo ocorre somente quando a distancia
percorrida pelos raios refletidos de planos sucessivos difere por um ndmero n inteiro de
comprimento de onda, como mostra a figura 2 (BEDE, 2010).

Um feixe difratado é produzido somente quando algumas condicGes geométricas,
expressas pela lei de Bragg (equacéo 1), sdo satisfeitas.
nA=2d senb (eq. 1)

sendo:

A = comprimento de onda dos raios X incidentes
d = espagamento interplanar

0 = angulo de difracao

n = multiplo inteiro do comprimento de onda

O angulo 20 pode ser determinado sem dificuldade, pois 26 ¢ o angulo formado pelo
feixe incidente, ou pelo seu prolongamento, com o feixe difratado.
Na figura 2, o diagrama esquematico demonstra que sempre que o angulo 6B (angulo de

Bragg) apresentar diferenca de caminho 6tico entre os feixes incidentes e difratados, a-1-a’ e
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e-2-e’, distancia MLN, for igual a um numero inteiro n de comprimento de onda A havera
interferéncia construtiva. Esta condicdo define a lei de Bragg. Assim, é possivel relacionar os
espacamentos de rede dhKL (onde h, K, L sdo os indices de Miller) com a distancia MLN
pela equacéo de Bragg (SCHETTINO JUNIOR, 2009).

Figura 2 - Representacdo da difracéo de raios X por um cristal.

Fonte: Schettino Junior (2009).

O uso de sistemas computacionais para a identificacdo dos difratogramas obtidos em
DRX € bastante comum. Estes difratogramas, que séo os graficos de intensidade por angulo
de difracdo, identificam as amostra através da comparacdo desses com fichas catalogadas,
como o arquivo ICDD-JCPDS (International Centre for Diffraction Data - Joint Committe on
Powder Difraction Standards) (FREITAS, 2009).

3.4.2. Microscopia eletronica de varredura

Embora a DRX seja uma técnica de caracterizacdo indispensavel, em alguns casos
ela depende de informagdes como a composi¢do dos elementos quimicos e a morfologia fisica
da amostra. Essas informagOes podem ser obtidas, simultaneamente, pela espectroscopia de

fluorescéncia de raios X e Microscopia Eletronica de Varredura (LIMA, 2010).
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Fundamentalmente, o microscopico eletrdnico de varredura é um microscépio que
utiliza elétrons em vez de luz para formar imagens tridimensionais da superficie. A
versatilidade da MEV se encontra na possibilidade da captacdo e medida das diversas
radiagdes provenientes das interacbes elétron-amostra. Estas interacdes podem revelar
informacdes da natureza da amostra incluindo composicéo, topografia, morfologia (LIMA,
2010).

A MEV produz imagens de uma amostra por varredura de um feixe de elétrons sobre a
superficie da amostra que ira resultar em outras radiacdes como: elétrons secundarios, elétrons
retroespelhados, raios X. A captacdo dessas radiagOes gera sinais que contém informagdes
sobre a topografia da superficie da amostra, composicao e outras propriedades (DIAS, 2011,
VIANA, 2011).

A MEV é util na analise microestrutural de materiais solidos. Embora exista a
complexidade dos mecanismos para a obtencdo da imagem, o resultado ¢ uma imagem de
facil interpretacao.

A maior resolucdo conseguida pelo microscopio eletronico de varredura fica entre o
microscopio 6tico (MO) e o microscopio eletrdnico de transmissao. A grande vantagem do
microscopio eletrénico de varredura em relacdo ao MO é sua resolucdo e perfil de
profundidade, na ordem de 2 a 5 nm (20 - 50 Ao). (DIAS, 2011).

3.4.3. Microscopia eletronica de transmissao

Na Microscopia Eletrdnica de Transmissdao um canhdo gera um feixe de elétrons de
alta energia que, guiado por um conjunto de lentes magnéticas, incide sobre a amostra. Assim,
os feixes transmitidos e difratados, sdo recombinados na construcdo da imagem que é
projetada na tela do microscopio e capturada por uma Unica camara digital, tendo projecoes
bidimensionais (ALVES, 2007). Desta maneira fornece imagem com maior ampliacéo
visualizando cada particula.

A vantagem do TEM frente as demais técnicas esta na capacidade de observacdo de
dois pontos separados por uma dada distancia, e assim, quanto menor a distancia que o
microscopio conseguir distinguir entre dois pontos, maior serd a resolucdo do equipamento,
ou seja, o poder de resolucdo (FREITAS, 2011). E uma das técnicas mais adequadas quando
se deseja obter imagem direta da NP (BEDE, 2010).
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3.5. Comportamento magnético

Dentre todas as propriedades fisicas da matéria, 0 comportamento magnético
(magnetizacdo de saturacdo, energia de anisotropia, temperatura de ordenamento magnetico,
transicdo de fases magnéticas e cristalinas) talvez seja 0 que desperta 0 maior interesse
cientifico e tecnoldgico. Assim, por conta das peculiaridades que o comportamento magnético
adquire quando observado nas NPs magnéticas, essas constituem uma classe de materiais que
merecem uma especial atencdo (SCHETTINO JUNIOR, 2009).

As propriedades magnéticas dos materiais estdo relacionadas principalmente ao
comportamento dos spins. O comportamento magnético de diferentes materiais pode ser
classificado como diamagnetismo, paramagnetismo, ferromagnetismo e superparamagnetismo
(figura 3), aléem do antiferromagnetismo e ferrimagnetismo. Materiais diamagnéticos nao
possuem um momento de spin, mas possuem um momento orbital. Esse comportamento se
justifica pelo fato dos elétrons apresentarem uma tendéncia a se agruparem em pares com
spins orientados em direcbes opostas, sabendo que cada par tem um spin total nulo,
consequentemente a maior parte dos &tomos com namero par de elétrons possui um spin total
nulo fazendo com que o campo de indugdo magnética seja oposto ao campo externo,
resultando em uma repulséo deste campo externo. Materiais paramagnéticos possuem elétrons
desemparelhados e ordenados aleatoriamente, alinham-se quando expostos a um campo
magnético externo (HAFELI, CHASTELLAIN, 2006; SILVA, 2008; VENDREAME, 2011;
VO-DINH, 2007).

Os ferromagnéticos tém seus elétrons desemparelhados e geralmente apresentam
magnetizacdo diferente de zero (SILVA, 2008). Reagem fortemente a um campo magnético
externo, possuem estrutura organizada de dominio magnético e um estado de magnetizacédo
uniforme (VO-DINH, 2007). Sua orientagdo é aleatéria, porém, quando expostos a um campo
magnético tendem a se alinhar conforme este e, ap6s o desligamento do campo, observa-se
uma magnetizagdo remanescente. Novamente, para conseguir uma aleatoriedade, mais energia
deve ser fornecida através de um campo magnético externo de dire¢cdo oposta, um campo
coercivo, voltando a magnetizacédo nula (figura 3) (HAFELI, CHASTELLAIN, 2006).

Dependendo do tamanho da particula, a energia térmica pode ser suficiente para que o
momento magnético oscile em diferentes dire¢des, assumindo um comportamento
superparamagnético, com maior magnetizacdo. Isso pode ser definido pela estrutura da
particula e forma da superficie (figura 3) (HAFELI, CHASTELLAIN, 2006; LAN et al, 2011,
VO-DINH, 2007; YUAN et al, 2010).
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A ferrita de cobalto € uma estrutura de espinélio mista. O comportamento
superparmagnético é atribuido em razdo do tamanho da maioria das particulas, que deve ser
muito pequeno para manter propriedades ferromagnéticas (NLEBEDIM et al, 2010; XIAO et
al, 2010).

Materiais abaixo de 20 nm ndo retém a magnetizacdo devido a falta de um Unico
dominio, no entanto sdo responsivos a um campo magnético. O tamanho critico é 10 nm para
0 material estar numa condicdo superparamagnética e ndo mais ferrogmagneética (GUPTA,
KOMPELLA, 2006; XIAO et al, 2010; YUAN et al, 2010).

Figura 3: Comportamento magnético de nanoparticulas.
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Adaptado de Hafeli, Chastellain (2006, p. 399)

O tamanho, a composicao, via de sintese de NPs magnéticas € determinante para o uso
da NP. Embora particulas superparamagnéticas, ferro e ferrimagnéticas, podem ser utilizadas
para transporte de farmacos, NPs superparamagnéticas sdo favoraveis para aplicagdes
biomédicas devido seu comportamento ndo magnético quando na auséncia da aplicacdo de um
campo magnético externo, evitando assim sua aglomeracdo (HAFELI, CHASTELLAIN |,
2006).
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3.5.1. Magnetdmetro de amostra vibrante

O desempenho magnético de um sistema composto de NPs é condicionado as
propriedades fisicas individuais de cada particula e do ambiente em que esta inserida. Entre as
mais importantes caracteristicas fisicas estdo o tamanho, a distribuicdo de tamanho e a
morfologia das particulas, pardmetros intrinsecos dos materiais (anisotropia magnetocristalina
e magnetizacdo de saturacdo, entre outras), interacdo superficie/interface, etc. (SCHETTINO
JUNIOR, 2009).

O magnetdbmetro de amostra vibrante (VSM) é um instrumento cientifico que mede
propriedades magnéticas sendo amplamente utilizado nos laboratdrios de pesquisa devido seu
bom desempenho, simplicidade funcional e baixo custo operacional (DIAS, 2011; FREITAS,
2009).

De forma geral, um magnetébmetro é formado por um conjunto de equipamentos
usados para medir 0 momento magnético de uma amostra para um determinado valor de
campo aplicado.

Os componentes basicos de um magnetémetro sao:

> Fonte de corrente;

> Eletroim3;

> Sensor de campo magnético;

» Sistema para movimentagao da amostra;

Se uma amostra de qualquer material € submetida a um campo magnético uniforme,
criado entre os polos de um eletroimd, um momento de dipolo serd induzido. Se a amostra
vibra senoidalmente, uma corrente elétrica senoidal pode ser induzida em bobinas
adequadamente posicionadas. O sinal tem a mesma frequéncia da vibracdo e sua amplitude
sera proporcional a0 momento magnético e posicéo relativa ao sistema de bobinas. Através da

medicdo do campo, € possivel obter a curva de histerese do material (DIAS, 2011).

3.6. Aplicagdes das nanoparticulas magnéticas

Com a dispersdo estavel de NPs magnéticas em agua ou alcool ha oportunidade de

varias aplica¢fes biomédicas, tornando viavel seu uso como agentes de contraste em IRM
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(AVDEEV et al, 2010; FERGUSON et al, 2009; KIM et al, 2008; SCHLORF et al, 2011),
carreadores de fA&rmacos guiados por campo magnético (KIM et al, 2008; YUAN et al, 2010)
tratamento de tumores via hipertermia (KIM et al, 2008; THASSU et al, 2007; VO-DINH,
2007), separacdo biomolecular magnética e para diagndsticos (FERGUSON et al, 2009).

A utilizacdo de NPs para carreamento de farmacos com o intuito de melhorar a
administracdo, a eficcia e reduzir os efeitos colaterais cresceu muito nos Gltimos anos, tanto
na pesquisa farmacéutica quanto clinica. Um sistema de liberacdo de farmacos deve possuir a
capacidade de direcionamento e o controle deste. Os parametros que trazem beneficios para
sua utilizacdo e eficicia terapéutica incluem intervalos prolongados para administragdo,
reducdo da toxicidade, dosagem reduzida e maior adesdo, além do aumento da atividade e
estabilidade do farmaco (FERRARI, 2008; GUPTA, KOMPELLA, 2006; THASSU et al,
2007).

Em contraste com microparticulas, NPs sdo suficientemente pequenas para evitar
embolia, podendo ser administradas via endovenosa (GUPTA, KOMPELLA, 2006). Os
sistemas de entrega de farmacos por NPs devem ter algumas caracteristicas como longa
circulacdo no sangue, permanecendo assim por longo periodo no organismo, direcionamento
para alvos através de mecanismos especificos (como ligantes na superficie) e ndo especificos,
uso de revestimentos, capacidade de penetrar no interior das células evitando degradacédo
lisossomal, retencdo nos tecidos, resposta a estimulos do sitio patolégico especifico (pH,
temperatura, aplicacdo de um campo externo magnético ou ultrassom), liberacdo intracelular
do medicamento, sistemas que possuem interesse em pesquisa (FERRARI, 2008; HAFELLI,
CHASTELLAIN , 2006; THASSU et al, 2007).

As vantagens oferecidas por esses sistemas incluem protecdo contra degradacdo da
droga, direcionamento para liberacdo em alvos especificos, aumento da biodisponibilidade,
reducdo da dose, reducdo de efeitos colaterais, liberacdo prolongada. Um dos desafios é o
equilibrio entre toxicidade e efeito terapéutico (THASSU et al, 2007).

Para conferir aumento de estabilidade e biocompatibilidade, as NPFC’s tambem
podem ser revestidas com diferentes materiais como sais metalicos, demonstrando assim
diferente comportamento biolégico (GUGLIELMO et al, 2010).

Ainda, NPs superparagméticas sdo Uteis no direcionamento da liberagéo de farmacos,
utilizando pulsos eletromagnéticos (GUPTA, KOMPELLA, 2006), conforme esquema da
figura 4.
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Figura 4: Esquema demonstrando carreamento de farmacos utilizando nanoparticulas magnéticas e um gradiente
externo de campo magnético.
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Fonte: Alves, (2007)

Apesar de avangos na compreensdo do metabolismo do céncer o problema de
direcionamento de quimioterdpicos continua sendo um desafio. Muitos agentes
antineoplasicos possuem estreita margem terapéutica de seguranca, causando efeitos
colaterais sisttmicos. O uso de NPs no direcionamento desses farmacos, com maior
especificidade para o tecido tumoral através da aplicagdo de um campo magnético externo,
contribui na reducédo da dose e dos efeitos indesejaveis, menos efeitos toxicos, direcionamento
altamente eficaz e seguranca do indice terapéutico (HAFELI, CHASTELLAIN, 2006;
THASSU et al, 2007; TOMITAKA et al, 2009).

Através da excitacdo magnética, as NPs magnéticas tornam-se aquecidas, o calor
gerado através desta depende de propriedades da NP bem como da frequéncia e amplitude do
campo ( KIM et al, 2008). A hipertermia gerada favorece a destrui¢do de células neoplasica,
oferecendo assim, terapia multipla em uma Unica particula no tratamento de neoplasias
(HAFELI, CHASTELLAIN, 2006; KASHEVSKY et al, 2008; KIM et al, 2008; THASSU et
al, 2007).

Ja foram realizados experimentos em ratos com tumores, tratados por hipertermia
induzida por um campo magnético, através da administragdo de NPFC’s, por via subcutanea e
oral, com aquecimento até 43° C, demonstrando ndo haver efeito toxico no local das
aplicacdes subcutaneas apos 60 dias e nem a presenca das NPs no estbmago (KASHEVSKY
et al, 2008).

A inoculagdo intratumoral de farmacos antitumorais por particulas magnéticas possui a
vantagem de atingirem maior concentra¢do no tumor com menores doses de farmacos. Porém,

se 0 local for de dificil acesso, a administracdo de farmacos, ligados a transportadores
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magnéticos pela circulacdo sanguinea, requer aumento da dose para compensar a perda do
material (figado, bago, sistema de macrdfagos), o que pode induzir um efeito toxico (SINCAI
et al, 2001).

A possibilidade de endocitose das NPs magnéticas e a obstrucdo dos vasos que elas
podem ocasionar dificulta a liberacdo dos farmacos em tecidos especificos. No entanto, as
NPs também podem dificultar o recebimento de nutrientes pelos transportadores de membrana
e ocasionar lise celular, auxiliando na terapia contra o cancer (SINCAI et al, 2001).

O direcionamento de farmacos utilizando NPs magnéticas como carreadores pode ser
utilizado em: antibacterianos, anti-inflamatorios, antiartriticos, farmacos para dissolucdo de
coagulos, entre outros (HAFELI, CHASTELLAIN, 2006).

Um importante requisito das NPs, além da capacidade de direcionamento a tecidos
especificos, € evitar a retencdo por filtros biolégicos, como o sistema reticulo endotelial
(SRE) (THASSU et al, 2007).

Do ponto de vista magnético, as particulas com forte reacdo magnética sao desejaveis.
O cobalto atinge este objetivo, mas sua toxicidade é uma desvantagem. Para prevenir ou
minimizar esse efeito o encapsulamento é ideal, como o feito por silica. O revestimento deve
ser por material biocompativel e ser o mais esférico possivel (GUGLIELMO et al, 2010;
HAFELI, CHASTELLAIN, 2006).

NPs de ¢xido de ferro sdo rapidamente internalizadas por fagocitose, para que
possuam estabilizacdo em solucdo e reducdo na absorcdo geralmente sdo revestidas por
dextran. Pela caracteristica de rapida internalizardo de magnetita elas sdo bem adaptadas para
marcacdo ou monitoramento de células fagociticas Uteis em tumores e em células endoteliais.
Quando a NP é utilizada para captacdo de imagem a permanéncia desta no interior da célula é
um critério importante (SCHLORF et al, 2011).

Os macrofagos sdao o compartimento central do SRE ou mononuclear fagocitario,
sendo assim, NPs entregues no organismo, in vivo, via sisttmica ou em um compartimento,
serdo interceptadas pelo SRE, pois sdo corpos estranhos a serem fagocitados e, se este for
ativado, ocorrerd formacao de espécies reativas de oxigénio, fenémeno do estresse oxidativo.
Dessa maneira, 0s testes com macrofagos sdo importantes para avaliacdo da toxicidade.
Estudos com NP de oOxido férrico superparamagnético frente macrofagos, in vitro, em
concentracdes de 25 pug/mL por 3 horas mostram 100% de viabilidade ¢ apoés 6h 95% de
viabilidade (NAQVI et al, 2010).

N& h& relatos de possivel mudanca quimica das NPs ao penetrarem em

compartimentos celulares diferentes. Testes de citotoxicidade realizados com NPFC’s em
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celulas Balb/3T3, por 24h com diferentes concentracdes (entre 10 e 1000 pg/mL),
demonstraram viabilidade de 95% (na menor concentragdo) a 80% (maior concentracdo). A
determinacéo de cobalto indicou captacdo aumentada em funcdo do aumento de concentracao
e tempo de exposicdo. Pesquisa da localizacéo intracelular de ferrita de cobalto mostrou sua
presenga principalmente no plasma e em regido peri nuclear. Acima de certo limite de
concentracdo, o plasma e a membrana tornam-se mais vulneraveis permitindo féacil penetracdo
da NP. O dano celular ocasionado por sobrecarga de NPFC’s resultou em alteracbes na
morfologia, possivel stress oxidativo, inflamacéo e citotoxicidade. No entanto, as células séo
capazes de captar grande quantidade de NPs, mantendo sua viabilidade. Ferro e célcio
também foram dosados, estando elevados, evidenciando desenvolvimento possivel de um
processo de defesa e de morte celular (MARMORATO et al, 2011).

3.7. Avaliacao da toxicidade

De acordo com a definicdo dada pela Sociedade Americana de Testes e Materiais, NPs
possuem tamanho que variam de 1 a 100 nm em duas ou trés dimensdes. S&o estruturas
promissoras para serem utilizadas no direcionamento de farmacos e sistemas de diagndstico.
Porém, sua avaliacdo representa um grande desafio devido as caracteristicas fisico-quimica,
cinéticas e por seus efeitos toxicos em grande parte desconhecidos (GUGLIELMO et al,
2010).

A reducédo no tamanho das NPs melhora sua biodisponibilidade, mas também aumenta
a reatividade das particulas, o que representa um perigo potencial para a saide. Compreender
as propriedades das NPs e seus efeitos é fundamental antes de qualquer uso clinico o que
requer esforgos multidisciplinares para desenvolvimento adequado de metodologia através da
implementacdo de instrumentos complementares para caracterizacdo fisico-quimica relevantes
das NPs e avaliacdo dos processos bioquimicos que ocorrem nas células (MARMORATO et
al, 2011).

Para que NPs de oOxido de ferro superparamagnéticas possam ser utilizadas em
aplicagdes in vivo é fundamental conhecer o limite de seguranga, sendo necessarios estudos
mais elaborados para avaliar os efeitos dependentes da concentragcdo de NP sobre a funcéo
celular e sua toxicidade (KASHEVSKY et al, 2008; NAQVI et al, 2010).

No final dos anos 80 iniciaram-se estudos do impacto das particulas nanométricas na

satde. NPs podem apresentar comportamento bioldgico unico mesmo quando as propriedades
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fisicas e quimicas permanecerem inalteradas em relacdo as particulas maiores, pois elas
podem atravessar barreiras e membranas impermedveis as particulas maiores. E importante
antecipar, reconhecer, avaliar e controlar os riscos que envolvem o tamanho das particulas,
forma, funcionalidade, concentracdo, frequéncia e duracdo a exposicao, protegendo assim
pesquisadores da area de salde, trabalhadores da producdo e usuérios (MONTEIRO, TRAN,
2007).

Para avaliacdo toxicoldgica devem ser considerados diferentes parametros como
tamanho das particulas, forma, superficie, estrutura quimica, entre outros. Requer uma
abordagem interdisciplinar, envolvendo aspectos que véo desde a fisica, quimica, biologia até
a medicina. Considerando mobilidade no corpo, via de penetragdo, tamanho, area superficial,
reatividade e estrutura quimica das NPs (GUGLIELMO et al, 2010; GUPTA, KOMPELLA,
2006; MONTEIRO, TRAN, 2007).

Para avaliacdo de risco no uso de NPs, como dose, local de acdo, via de administracao,
sd0 necessarios estudos farmacocinéticos. Ampliar os conhecimentos sobre sua absorcéo,
distribuicdo, metabolizacdo e eliminacdo com base no SRE, além do risco de aglomeracdes,
produzindo grandes particulas, antes e ap6s absorcdo podendo ocorrer deposicdo em tecidos.
Quanto menor a particula, maior a capacidade de resposta inflamatéria e geracdo de espécies
reativas de oxigénio a nivel pulmonar. Sendo assim é essencial o desenvolvimento de
modelos de toxicidade e rastreio in vivo e in vitro para desenvolvimento seguro da
nanotecnologia (MONTEIRO, TRAN, 2007).

Algumas células podem ser utilizadas como determinantes na toxicidade de farmacos
e outros compostos. O sangue humano possui varios tipos celulares com propriedades
estruturais e metabdlicas bem particulares, sendo um tecido importante na avaliagdo de
estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos, parametro para avaliacdo de riscos. (SANTOS,
2009). Quando ocorre lesdo na membrana das hemécias hé liberacdo de hemoglobina, a qual é

um importante marcador na avaliacéo de citotoxicidade (figura 5) e de facil dosagem.
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Figura 5: Diagrama esquematico de ensaios de citotoxicidade em hemécias e leucdcitos polimorfonucleados.
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Um ensaio amplamente utilizado na verificacdo de viabilidade celular é o de Azul de
Trypan. Ele € utilizado para determinar lesdo na membrana do LPMN, células sanguineas que
em geral sdo obtidas em grande quantidade facilmente. As células mortas, que estdo inviaveis,
sdo coradas, demonstrando seu dano, inviabilidade (SANTOS, 2009).

Para a possivel aplicacdo in vivo de NPFC’s, estas devem ser compativeis com o
sistema bioldgico, desta forma, o modelo animal é importante na avaliacdo dos possiveis
efeitos causados pela administragdo de NPFC’s. As dosagens de marcadores bioquimicos
auxiliam no diagnostico e monitoramento de lesGes causadas em 6rgdos especificos. Sendo
assim, foram utilizadas andlises de alguns marcadores para avaliacdo de possivel dano
hepético através das dosagens de FAL, AST, ALT e possivel dano renal dosando creatinina e
ureia.

A FAL encontra-se presente em praticamente todos os tecidos corporais, no entanto,
ocorre em niveis particularmente elevados no epitélio intestinal, tubulos renais, 0ssos,
leucdcitos, figado e placenta. ElevacGes leves ou moderadas sdo observadas em disturbios do
parénquima hepatico, entre outras situagdes. Da mesma maneira, ALT e AST, sdo dosadas
para avaliagdo de dano celular no parénquima hepético (MILLER, GONCALVES, 1999).

A creatinina é produzida nas células a partir do catabolismo da creatina (componente
de alto conteudo energético). O processo ocorre em grande parte nas células musculares, a
creatinina é entdo liberada ao plasma para ser posteriormente filtrada nos glomérulos e

excretada na urina, sendo sua determinagdo importante na avaliagdo da fungdo renal. A
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medida da uréia constitui um recurso amplamente utilizado para avaliacdo da funcéo renal, no
entanto podem ocorrer alteracbes nas concentragfes sericas por condigdes ndo renais
(OLIVEIRA, 2003).

Propriedades toxicas frente diversos tipos de células, estabilidade, biodistribuicao,
excrecdo, estdo entre os estudos realizados com diversas NPs. Experimentos com NPs
magnéticas, como magnetita, frente células cancerosas, in vitro, mostraram alta estabilidade,
elevada incorporacdo, o que dependente da linhagem celular em estudo (AVDEEV et al,
2010).

Estudos in vitro, de citotoxicidade com cultura de células HelLa expostas a diversas
concentracfes de NP magnéticas de magnetita, ferrita de niquel e ferrita de zinco,
demonstraram adesdo a superficie bem como internalizacdo, resultado da endocitose e
acumulo em vacuolos digestivos, sendo a toxicidade provavelmente causada por sobrecarga
da particula. Quando estas particulas possuem revestimento como com o dextran ou outros
polimeros hd melhora na biocompatibilidade, porém NPs de vérios ferritas possuem
biocompatibilidade significativa mesmo sem revestimento (TOMITAKA et al, 2009).

Em experimento com NPFC’s in vitro foi demonstrada baixa citotoxicidade das NPs
frente cultura de células HeLa e linhagens L929, apresentando viabilidade acima de 80% ap0s
24h em concentragdes de 200 pg/mL (LU et al, 2011).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Sintese de nanoparticulas de ferrita de cobalto

A técnica utilizada para sintese foi de quimica sol-gel para obtencdo das NPs de
oxidos mistos de ferro e cobalto, convencionalmente utilizada por outros grupos de pesquisa.

A sintese das NPs foi realizada no laboratério do Grupo de Desenvolvimento de
Dispositivos Multifuncionais (GDDM) do Departamento de Fisica da Universidade Estadual
de Maringa (UEM) utilizando-se um arranjo experimental simples composto por um agitador
magnético, um béquer, termémetro de mercudrio e um suporte universal.

A massa dos reagentes foi calculada atraves das propor¢des molares de etilenoglicol:
nitrato de ferro, fixadas em 20:1. E também da proporcdo Co: Fe = 1: 2. Os resultados foram

colocados no quadro 1 a seguir.

Tabela 1: Massas dos reagentes de acordo com a propor¢do molar de Etilenoglicol: Nitrato de
Ferro e Co:Fe

Proporcéo Molar Massa dos reagentes (g)
Etilenoglicol Nitrato de ferro Cloreto de cobalto
C,HgO, Fé(NO3).9H,0 CoCl,.6H,0
20 24,83 8,08 2,38
Peso Molecular (g/mol) 62,07 404,00 238,00

Obs.: a densidade do etilenoglicol é de 1,11 g/mL.

Primeiramente, mediu-se a massa de cada reagente numa balanca analitica de acordo
com a propor¢do molar de etilenoglicol 20:1, sendo considerada a relacdo com o cloreto de
cobalto, de Co: Fe = 1: 2. As quantidades medidas foram colocadas no béquer juntamente
com quantidades adequadas de etilenoglicol, que foi adicionado atraves de uma pipeta e de
um pipetador. O béquer foi levado ao agitador magnético, e o termémetro preso ao suporte
universal para maior controle da reagdo (figura 6). O procedimento foi realizado sob
aquecimento, permanecendo entre 90° e 100° C, até mudar o aspecto liquido para um aspecto
mais viscoso, parecendo um gel, 45 minutos. O produto obtido foi colocado em duas
barquinhas de alumina que foram levadas a um forno tubular resistivo onde permaneceu por

2h. As temperaturas escolhidas para sintese foram 300° 400° e 500° C. O aumento da
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temperatura foi programado para 5° C a cada minuto e controlado através de um termopar. O
tratamento térmico foi realizado sob atmosfera de argbnio por ser uma atmosfera inerte e
propicia para a formacdo do composto desejado. Apds o resfriamento natural do composto,
este foi pulverizado em um cadinho com um pistilo para desaglomerar. Realizou-se DRX,

MEV e MET e, a caracterizacdo magnética com a utilizacdo de um VSM.

Figura 6: Demonstracdo esquematica dos compostos e procedimento utilizados para sintese de NPFC’s através
do método sol-gel.
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4.2. Caracterizacdo de nanoparticulas de ferrita de cobalto

As determinacGes de DRX e a caracterizacdo magnética foram realizadas nos
laboratério do GDDM do Departamento de Fisica da Universidade Estadual de Maringa
(UEM) e, as imagens de MEV e TEM foram realizadas no COMCAP (Complexo de Centrais
de Apoio a Pesquisa), UEM.

4.2.1. Difratometria de raios X

Os pos obtidos foram analisados através da técnica de DRX, em um difratbmetro
SHIMADZU XRD 7000 (radiagao Cu Ka). As andlises das amostras de ferrita de cobalto em
po, sintetizada nas diferentes temperaturas, 300°, 400° e 500° C foram conduzidas com
velocidades de varredura 2°/min, no intervalo de 10 a 80° e em temperatura ambiente.

As amostras de NPFC’s foram colocadas em discos no difratbmetro, em po, receberam
os feixes de raios X monocromaéticos, sendo que a posi¢do angular e intensidade dos picos

difratados resultantes da radiacdo produziram um padrdo de difracdo caracteristico da
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amostra. As posi¢des dos picos obtidos nos difratogramas foram comparadas com o0s
catalogados no ICDD-JCPDS, possibilitando a confirmacdo da fase, estrutura, das NPs.

4.2.2. Magnetdmetro de amostra vibrante

Foi utilizado um aparelho construido no GDDM-UEM, com as especificaces
necessarias para determinagdo do comportamento magnético.

A amostra de NPFC’s sintetizadas a 400° C (amostra melhor avaliada pela DRX,
apresentando picos caracteristicos da ferrita de cobalto), foi fixada na extremidade de uma
haste rigida e esta, presa a um transdutor eletromecanico (tipo alto falante) que exerce sobre a
amostra um movimento de vibracdo. Ap06s, aplicou-se um campo magnético
perpendicularmente a direcdo de vibracdo da amostra. Dessa maneira, a amostra magnética
levou a uma variacdo de fluxo magnético nas bobinas coletoras. Quando esta amostra vibra a
uma dada frequéncia, uma voltagem € induzida nas bobinas coletoras, exibindo o

comportamento magnético.

4.2.3. Microscopia eletronica de varredura

As imagens de MEV foram realizadas em um microscopio SHIMADZU SS-550
Superscan. A amostra, em pé de NPFC’s sintetizada a 400° C, foi colocada em um
equipamento de “Sputtering”, que a recobriu com uma fina camada de ouro, tornando-a
condutora. Dessa maneira, apds incidéncia dos feixes de elétrons foi obtida a micrografia
através do detector de elétrons secundarios. As micrografias foram obtidas analisando a
superficie das NPFC’s sintetizadas a 400° C.

4.2.4. Microscopia eletrdnica de transmissao

Para as imagens de TEM utilizou-se um microscopio JEOL TEM 1400 com canhdo de
Tungsténio em 120 KV. A amostra das NPFC’s sintetizadas a 400° C foi suspensa em alcool
etilico. Em seguida, uma pequena gota desta suspensdo foi aplicada em uma grade de 300

Mesh de cobre recoberta com um filme de carbono (Roley) de 25 mm de espessura.
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4.3. Avaliacdo da citotoxicidade de nanoparticulas de ferrita de cobalto in vitro

4.3.1. Avaliacéo da citotoxicidade sobre hemacias

As coletas de sangue e o experimento de citotoxicidade in vitro foram realizados no
Laboratorio de Nanotecnologia Farmacéutica da Universidade Estadual do Centro-Oeste
(UNICENTRO), aprovado pelo Comité de Etica Humana, parecer n® 49553 de 29/05/2012.

Foram coletados 5 mL de sangue venoso, acondicionado em um tubo de ensaio com
20 pL de heparina (anticoagulante). Apos, realizou-se centrifugagdo por 10 minutos a 2500
rpm (Centrifuga Benfer) para separacdo do plasma e das hemacias. O sobrenadante, plasma,
foi removido por aspiragdo cuidadosa, sendo acrescentado o mesmo volume de solugéo
tampé&o salina (NaCl 0,85% 50mM, pH 7,4; PBS) ao concentrado, repetindo-se 0 processo
citado anteriormente nas mesmas condicdes por trés vezes.

O hematdcrito foi determinado através de um tubo microcapilar, centrifugado em
microcentrifuga por 5 minutos a 2500 rpm (Centrifuga Micro Spin Haematocrit), separando
assim hemacias e plasma. O volume globular foi ajustado para 5%, através da diluicdo das
heméacias em 50mL solugdo tampédo (NaCl 0,85% 50mM, glicose 6 mM, pH 7,4), adicionado
de 10 pL de solugdo de penicilina 30 mg/mL e 10 pL de solugdo de estreptomicina 50 mg/mL.

Para realizagcdo desse experimento foram utilizadas diferentes concentragbes de
NPFC’s suspensas em PBS, no experimento, adicionou-se 980 plL do concentrado de
hemécias e 20 uL da solucdo de NPFC’s, no ensaio controle, adicionou-se 980 uL do
concentrado de hemacias e 20 puL de PBS. Os tubos foram incubados a 37° C (Estufa Quimis)
em constante agitacdo a 150 rpm (Homogenizador de sangue AP2 Phoenix). Apos 24h de
incubacéo, os tubos foram centrifugados por 5 minutos em 4000 rpm, e realizou-se a leitura
da absorbancia do sobrenadante (Espectrofotometro Spectra Max), para determinagdo da
hemoglobina liberada. A citotoxicidade sobre as hemécias é proporcional a quantidade de

hemoglobina liberada.
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4.3.2. Avaliacéo da citotoxicidade sobre leucdcitos polimorfonucleados

Foram coletados 5mL de sangue venoso acondicionado em um tubo de ensaio com 10
uL de heparina (anticoagulante), adicionados 2mL de dextran 2% (preparado em solucéo
salina 0,85%). Esta solucdo foi mantida em estufa por 15 minutos a 37° C (Estufa Quimis)
com inclinacdo de 45° para precipitacdo e separacdo das heméacias e dos LPMN, que
migraram para a superficie. Apos cuidadosa aspiracdo dos LPMN, foi realizada centrifugacéo
por 10 minutos a 2500rpm (Centrifuga Benfer), sendo os LPMN depositados, formando
pellets. A solucdo de Turk foi utilizada para promover a lise celular das hemacias e plaquetas,
facilitando a observagédo dos LPMN na camera de Neubauer para contagem (HAPNER et al,
2010, BRUGIN, 2007).

Para determinacdo da viabilidade, o concentrado de LPMN foi incubado em
microplacas, na auséncia ou na presenca de diferentes concentracBes de uma suspensdo de
NPFC’s por 6 horas a 37° C em constante agitacdo a 150 rpm (Incubadora com agitacéo
orbital QUIMIS Q816M20). Apos 6 horas, iniciou-se a contagem dos LPMN em camara de
Neubauer, utilizando Azul de Tripan 1,5%. Os LPMN que incorporaram o corante, em azul,
foram contados como células inviaveis, sofreram dano na membrana na presenca da
suspensdo de NPFC’s, e as que ndo incorporaram o corante, contadas como células viaveis,

ndo sofreram dano, dessa maneira calculou-se a viabilidade celular em percentual.

4.4. Avaliacdo da toxicidade de nanoparticulas de ferrita de cobalto in vivo

Neste experimento, foram utilizados 36 camundongos albinos da linhagem Swiss (Mus
musculus), 18 fémeas e 18 machos adultos (de aproximadamente 60 dias de vida e 459 de
peso). Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais, parecer
020/2012, oficio n° 032/2012 de 05/07/2012 da UNICENTRO.

Os animais foram mantidos em caixas individuais de polipropileno, sob condic¢des de
temperatura (20°- 23°) e ciclo de claro e escuro controlados, com livre acesso a ragéo e a
agua, na FADEP - Faculdade de Pato Branco, separados em seis grupos, trés grupos de
camundongos machos e trés grupos de camundongos fémeas, cada grupo com n=6.

Antes do inicio do experimento 0s animais passaram por um processo de ambientacao

de sete dias. O grupo 1 dos camundongos machos, controle, recebeu um solugéo salina 0,9%
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estéril. O grupo 2 de machos recebeu a suspensdo NPFC’s na dose de 1 mg/Kg e, o grupo 3
recebeu a suspensdo de NPFC’s na dose de 5 mg/Kg. Este mesmo procedimento foi realizado
para o grupo dos camundongos fémeas.

A administracdo, via gavagem, da salina estéril 0,9% e as diferentes solucdes de
NPFC’s ocorreu em dose Unica diéria, durante sete dias, sempre no mesmo horério, de acordo

com o peso de cada animal.

4.4.1. Avaliacdo de marcadores bioquimicos

No oitavo dia, os animais foram anestesiados, com xilazina e ketamina. Apos, as
amostras de sangue foram coletadas via puncéo cardiaca para dosagem de creatinina, uréia,
AST, ALT e FAL. Devido quantidade reduzida de amostra obtida e da ocorréncia de hemolise
no grupo de camundongos fémeas optou-se por ndo determinar AST e ALT neste grupo,
priorizando as demais dosagens. O sangue coletado foi acondicionado em tubos de ensaio sem
anticoagulante para obtencdo do soro. As anélises foram realizadas através do método cinético
em aparelho automatizado (BS-200 MINDRAY), utilizou-se kit Dialab®.

4.4.2. Avaliacéo histolégica

Ao término da coleta, ocorreu o procedimento de eutanasia através do deslocamento
cervical. Em seguida, os camundongos foram colocados sobre um campo operatorio e,
utilizando-se um bisturi, realizou-se incisao frontal, reta, e procedeu-se a retirada do figado,
baco e rins.

Em seguida, os 6érgdos coletados foram colocados em recipientes com solucdo de
formol a 10% e tampédo fosfato (pH 7,0). As analises foram realizadas no laboratério
Histocenter, em Guarapuava/PR, onde confeccionaram as laminas para anélise histologica. Os
cortes histoldgicos foram corados com hematoxilina/eosina (HE), analisados e fotografados

em um microscopio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao de nanoparticulas de ferrita de cobalto

5.1.1. Difracdo de raios X

A difratografia, atraves da incidéncia de raios X, revela informagdes de estrutura ou

fase das NPs e do tamanho de cristalino. A boa definicdo dos picos de difracdo da amostra

pode confirmar que 0 método utilizado para a obtencdo da NPFC em questdo € valido.

Figura 7: Difratograma de raios X nas diferentes temperaturas de sintese de NPFC’s (A-300°, B-400° e C-500°
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Conforme se observa na figura 7 A, as NPs produzidas na temperatura de 300° C,
demonstraram formacdo de particulas muito pequenas, dificultando desta maneira a
caracterizacdo da composicdo dessas NPs, assim ndo se pode afirmar a presenca de ferrita de
cobalto, sendo esta NP ndo utilizada nos experimentos.

Na amostra de ferrita de cobalto sintetizada na temperatura de 400° C (figura 7 B) os
picos obtidos, comparados com os padrdoes do ICDD-JCPDS das fases de identificacdo
mostram que foram identificados picos de difracdo caracteristicos de ferrita de cobalto na
amostra, junto com outros pequenos picos, 0s quais podem ser relacionados com a formagéo
de um &xido metélico, portanto, ndo e possivel garantir que seja a Unica fase presente. Na
amostra de NPFC’s, obtida na temperatura de 500° C (figura 7 C), ocorreu grande formacéo
de outros 6xidos metéalicos, que ndo eram de interesse.

Dessa maneira, as NPFC’s utilizadas para os testes in vitro e in vivo foram aquelas
sintetizadas a 400° C, por apresentarem menor quantidade de fases espdrias, garantindo a
presenca de ferrita de cobalto através da analise da difratometria, pois informagdes sobre a
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estrutura cristalina da NP €é de grande importdncia na avaliagdo do aspecto

biocompatibilidade/toxicidade.

5.1.2. Magnetdmetro de amostra vibrante

Nas caracterizacbes magnéticas as NPFC’s sintetizadas a 400° C foram analisadas
utilizando-se de um VSM, obtendo-se as curvas de histerese apresentadas na figura 8, a qual
garante a propriedade magnética da NPFC, ou seja, apresenta magnetizacao, superposicao de
comportamento de materiais ferrimagnético com superparamagnético, ja que os tamanhos

variam entre 30 e 100 nm.

Figura 8: Demonstracdo da curva de histerese caracteristica de materiais magnéticos.
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5.1.3. Microscopia eletrénica de varredura

Através da incidéncia de feixes de elétrons, sobre as NPFC’s, devidamente preparadas,
em menor ampliagéo, forma-se uma imagem geral das NPs, MEV.

Na micrografia de NPFC’s sintetizadas a 400° C (figura 9), imagem tridimensional da
superficie de NPFC’s, observa-se morfologia homogénea na forma de aglomerados de

NPFC’s.
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Figura 9: Micrografia da microscopia eletrdnica de varredura, escala de 10 nm.
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5.1.4. Microscopia eletrdnica de transmissao

Na micrografia (figura 10), observa-se que as NPFC’s possuem forma
aproximadamente esférica, sdo homogéneas, porém com tendéncia a aglomeracdo e
distribuicdo de tamanho entre 30 e 100 nm, o0 que permite 0 comportamento
superparamagnético. As imagens da micrografia de NPFC’s sdo condizentes com o esperado

através do processo de sintese sol-gel.



45

Figura 10: Micrografia da microscopia eletrdnica de transmissdo, escala de 100 nm.

A confirmacdo da composicdo de NPFC’s, do tamanho, do formato, das
caracteristicas magnéticas de NPFC’s sdo parametros fundamentais para avaliar
biodisponibilidade, eliminacdo e grau de biocompatibilidade das NPs, sendo essencial a

determinacdo desses aspectos para testes in vitro e ou in vivo.

5.2. Avaliacéo da citotoxicidade de nanoparticulas de ferrita de cobalto in vitro

5.2.1. Avaliacdo da citotoxicidade sobre hemécias

Este ensaio baseou-se na determinagdo da hemoglobina liberada no sobrenadante apés
24h de incubacéo e posterior centrifugacdo. O efeito citotoxico de NPFC’s sobre as hemacias
foi avaliado a partir da quantidade de hemoglobina liberada na amostra frente as diferentes
concentragcdes de NPFC’s (0,02, 0,01, 0,005 e 0,0025 mg/mL concentracdes finais). A leitura
da absorbéancia foi realizada em um comprimento de 540 nm.

A figura 11 demonstra o perfil de liberagdo da hemoglobina na auséncia ou na
presenca da suspensdo de NPFC’s. Na auséncia da suspenséo de NPFC’s, no tubo controle, o
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valor absorbancia foi de aproximadamente 0,125. Na presenca de diferentes concentra¢des da
suspensdao de NPFC’s as leituras de absorbancia foram semelhantes ao controle demonstrando
que neste ensaio, nas condicOes preconizadas, ndo apresentaram citotoxicidade frente as
hemacias.

As dosagens de hemoglobina apds 24 horas de exposicdo do concentrado de hemécias
frente as diferentes concentracdes da suspensdo de NPFC’s foram submetidas aos testes de
normalidade e de homogeneidade de variancias. Os dados da dosagem de hemoglobina em 24
horas foram normais pelo teste de Shapiro-Wilk e demonstraram heterogeneidade de
variancias pelo teste de Levene.

O teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis foi realizado sobre os dados das dosagens de
hemoglobina, ndo demonstrando diferenca estatistica.

O perfil de liberacdo de hemoglobina, o que determina a taxa de hemolise, ou seja, 0
dano causado as hemaécias, na auséncia e na presenga de diferentes concentragdes de NPFC’s
foi muito semelhante, ndo havendo hemdlise significativa das hemacias, demonstrando nédo

haver citotoxicidade in vitro de NPFC’s.

Figura 11: Efeito de NPFC’s sobre hemacias. Hemacias (5%) incubadas a 37° C por 24 h sob constante agitacdo
na auséncia ou presenga de diferentes concentragoes de NPFC’s. A liberacdo de hemoglobina, apos
centrifugacdo, foi determinada pela leitura da absorbancia em 540nm.

Absorbancia a 540 nm

0,0000 0,0025 0,0050 0,0100 0,0200
NPFC’s (mg/mL)
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Em estudo semelhante com concentrado de hemacias na auséncia e presenca de
diferentes concentracfes de NPs de dxido férrico (magnetita), avaliando a liberagcdo de
hemoglobina atraves da leitura de absorbancia, observou-se resultados semelhantes em
relacdo a este ensaio (VENDRAME, 2011).

O perfil de liberagcdo de potéssio, como indicador de dano de membrana celular,
apresentou resultados similares, demonstrando ndo possuirem atividade citotoxica em
hemacias (COTICA et al, 2011).

E importante ressaltar, que para a possivel administracio de NPFC’s para seres
humanos, elas ndo podem causar danos celulares e em tecidos. Poucos estudos in vitro com
NPs magnéticas estdo descritos na literatura. No entanto, experimento como o realizado,
avaliacdo da liberacdo de hemoglobina como marcador de dano em hemacias, € amplamente
utilizado em outros estudos, como por exemplo, que verificam a atividade antioxidante e
antifungica de Camellia sinensis, resveratrol e, avaliacdo de compostos organicos de selénio e
teldrio (CAMARGO, 2011; MENDES, 2011; SANTOS, 2009).

5.2.2. Avaliacdo da citotoxicidade sobre leucécitos polimorfonucleados

Esse ensaio utilizou o teste do azul de Trypan para determinar a possivel
citotoxicidade de NPFC’s sobre LMPN. A viabilidade celular dos LPMN foi determinada na
auséncia e na presenca de diferentes concentragdes da suspensdo de NPFC’s (0,02, 0,01,
0,005 mg/mL concentrages finais).

A figura 12 apresenta a viabilidade celular dos LPMN, em percentual de LPMN
viaveis, na auséncia ou presenca da suspensdo de NPFC’s em diferentes concentracdes, apos 6
horas de incubacdo a 37° C e sob agitagdo constante.

A viabilidade celular dos LPMN na presenc¢a das diferentes concentragdes de NPFC’s
manteve-se muito proxima a viabilidade do ensaio controle. Tanto na auséncia como na
presenca de NPFC’s observa-se que ndo houve citotoxicidade sobre os LPMN, demonstrando

compatibilidade nas condicOes descritas no experimento.
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Figura 12: Efeito de NPFC’s sobre a viabilidade de LPMN. Concentrado de LPMN incubados por 6h a 37° C na
auséncia ou presenca de diferentes concentracdes de NPFC’s, realizado com Azul de Trypan 1,5%.

% Viabilidade de leucdcitos em 6 horas
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A anélise estatistica dos dados de porcentagem de viabilidade de LPMN na presenca
de NPFC’s ap6s 6 horas apresentou-se normal e com homocedasticidade entre as variancias e,
por isso, uma andlise de variancia foi feita para averiguar as médias entre os grupos. As
médias ndo diferem significativamente entre si (valor de p = 0,31) ao nivel de significancia de
5%.

Devido o resultado de auséncia da toxicidade significativa sobre LPMN que alterem
sua viabilidade frente a suspensdo de NPFC’s reforca-se o interesse de sintese de NPFC’s
para aplicacdes biomédicas e, assim, a utilizacdo em outros experimentos para continuidade
da avaliagéo da toxicidade de NPFC’s.

Na literatura registram-se experimentos realizados sobre células sanguineas in vivo,
porém ndo ha muitos relatos de experimentos in vitro, no entanto o ensaio de viabilidade de
LPMN tem utilidade na determinacdo de dano. Afinal, estas NPs estardo em contato direto
com células sanguineas na possivel aplicacdo biomédica, sendo fundamental a auséncia de

toxicidade.



5.3. Avaliagéo da toxicidade de nanoparticulas de ferritas de cobalto in vivo

5.3.1. Dosagens dos marcadores bioquimicos

5.3.1.1. Dosagens dos marcadores bioquimicos em camundongos machos
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O teste de Levene para se averiguar a homogeneidade de variancia foi realizado e

todos os dados dos marcadores bioquimicos mostraram que had homocedasticidade entre as

variancias. Assim, optou-se pelo teste paramétrico de anélise de variancia com teste de Tukey

como teste para contrastes de médias.

Nas dosagens desses marcadores em camundongos machos, ap6s 7 dias de

administracdo da suspensdo de NPFC’s, grupo 1 NPFC’s (1 mg/Kg) , grupo 2 NPFC’s (5

mg/Kg) e no grupo controle, pode-se observar que ndo houve diferenca estatistica entre eles

nas determinacdes de ALT, AST, creatinina e FAL (tabela 2 e 3). A atividade de uréia, nos

camundongos machos, difere significativamente nos tratamentos, ao intervalo de confianca de

95% (tabela 2 e 3).

Tabela 2. Média e desvio padrdo dos marcadores bioquimicos no grupo dos
camundongos machos na auséncia e na presenca de diferentes concentracfes da
suspensdao de NPFC’s.

Marcador Controle NPFC’s 1 NPFC’s 2
ALT (U/L) 59,33+24,68 89,50+30,45 68,66+15,60
AST (U/L) 367,83+188,94 237,83+113,04 250,16+88,84
FAL (U/L) 110,33+96,13 155,66+43,76 212,83+124,83
UREIA (mg/dL) 44,25+20,34 77,50+22,50 71,00+14,24
CREATININA (mg/dL) 0,37+0,22 0,4116+0,03 0,38+0,07

Tabela 3. Andlise de varidncia dos dados dos marcadores bioquimicos em
camundongos machos.

Marcador Valor de p
ALT (U/L) 0,1235
AST (U/L) 0,2261
FAL (U/L) 0,2031
UREIA (mg/dL) 0,0220

CREATININA (mg/dL) 0,8560
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A alteracdo na dosagem da uréia demonstra que pode ter ocorrido inicio de les&o renal
ocasionada pela administracdo de NPFC’s por via oral. Esse resultado pode indicar efeito
toxico destas NPFC’s administradas na dose 1 e 5 mg/Kg durante sete dias.

Utilizou-se o teste de Tukey para se comparar as méedias dos valores de atividade de
uréia nos tratamentos: controle (C), NPFC’s (1 mg/Kg) e NPFC’s (5 mg/Kg) (tabela 4).

Tabela 4. Média dos valores da dosagem de uréia entre camundongos machos, na
auséncia e na presenca de diferentes concentracdes da suspensdo de NPFC’s.

Tratamento Média
C 44 252
NPFC’s (1 mg/Kg) 77,50°
NPFC’s (5 mg/Kg) 71,00%

Obs: letras iguais indicam que ndo ha diferenca estatistica significativa entre as médias e letras diferentes

indicam que ha diferenca estatistica significativa.

Dessa maneira, confirmou-se no ensaio que ha diferenca estatistica nas amostras nas
duas doses da suspensdo de NPFC’s administradas aos animais (NPFC’s 1 mg/Kg e 5
mg/Kg).

Em estudo semelhante, realizado com NP magnéticas a base de maghemita, revestidas
com acido meso-2,3-dimercaptosuccinico, administradas via endovenosa em camundongos
machos por 90 dias, a avaliacdo dos marcadores ALT, AST, FAL, gama glutamil transferase
(GGT), creatinina e desidrogenase latica, ndo demonstrou alteracées significativas em relacéo
ao grupo controle, que ndo recebeu a NP magnética, demonstrando que 0 seu uso, Vvia
endovenosa, ndo causou dano hepatico e nem dano renal, avaliados pelos marcadores
bioquimicos (MOREIRA, 2012).

5.3.1.2. Dosagens dos marcadores bioquimicos em camundongos fémeas

As determinacbes dos marcadores ALT e AST nos camundongos fémeas ndo foram
realizadas por ser obtida quantidade insuficiente de amostra devido dificuldade na coleta e
hemolise ocorrida, fator que pode interferir na avaliacdo de alguns marcadores. Portanto, se
optou por dosar a creatinina, uréia e FAL, sendo a avaliacdo renal considerada mais

importante nesse momento.
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Analogamente a analise sobre os dados das dosagens dos marcadores bioquimicos nos
machos, a andlise estatistica dos dados das dosagens de creatinina, uréia e FAL nas fémeas,
foi realizada com intervalo de confianca de 95%. Os resultados mostraram que ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os tratamentos em nenhum dos marcadores

bioguimicos das fémeas (tabela 5 e 6).

Tabela 5. Média e desvio padrdo dos marcadores bioquimicos no grupo dos camundongos
fémeas na auséncia e na presenga de diferentes concentragdes da suspensiao de NPFC’s.

Marcador Controle NPFC’s 1 NPFC’s 2
FAI_, (U/L) 125,00 + 36,60 161,00 + 1,41 122,50 + 61,50
UREIA (mg/dL) 43,00 + 5,29 52,00 + 12,73 48,50 + 12,37
CREATININA (mg/dL) 0,37 + 0,05 0,37 £ 0,04 0,34 +0,07

Tabela 6. Analise de variancia dos dados dos marcadores biogquimicos em camundongos
fémeas.

Marcador Valor de p
FAL (U/L) 0,6220
UREIA (mg/dL) 0,5696
CREATININA (mg/dL) 0,6980

Neste estudo, com suspensdo de NPFC’s, sem revestimento, sintetizadas pelo método
sol-gel, ndo houve alteracdes significativas nas dosagens de creatinina, uréia e FAL, o0 que
indica possivelmente auséncia de dano renal, mesmo tendo realizado o experimento sem
revestimento de NPFC’s administradas via gavagem.

De maneira semelhante, o uso de magnetolipossomas, a base de NP de maghemita em
camundongos fémeas, por via endovenosa, durante 30 dias, demonstrou na avaliagdo
bioguimica de creatinina, FAL, uréia e ALT que ndo ocorreu alteracdes nesses parametros,
ndo apresentando possivel dano hepatico nem dano renal (COELHO, 2008).

Outro experimento realizado com NP de maghemita recoberta com &cido
dimercaptossuccinico (DMSA) associada a anfotericina B, em camundongos fémeas, por via
intraperitoneal durante 80 dias. Nas dosagens de ALT, FAL, GGT, uréia, creatinina, ndo se
observou aumento significativo destes marcadores, demonstrando-se auséncia de dano

hepético e renal com o uso das NPs associadas a anfotericina B (PEIXOTO, 2008).
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5.3.2. Avaliagao histoldgica ap6s administracdo de nanoparticulas de ferrita de cobalto

5.3.2.1. Avaliacédo histologica apds administracdo de nanoparticulas de ferrita de cobalto

em camundongos machos

O aspecto morfolégico foi observado por microscopia, considerando os 6rgdos do
grupo controle como referéncia em relagdo aos grupos que receberam a suspensao de NPFC’s
(nas dosagens de 1 mg/Kg e 5 mg/Kg).

No grupo controle de camundongos machos o parénquima renal apresentou
glomérulos em quantidade adequada, sem alteracdes histologicas e auséncia de alteracGes
tubulo-intersticiais (figura 13 A).

No grupo dos camundongos machos que recebeu a concentracdo de 1 mg/Kg da
suspensdo de NPFC’s, o parénquima renal apresentou-se com glomérulos em numero
adequado, sem alteracdes histologicas, auséncia de alteracdes tUbulo-intersticiais e ndo se
observou a formagao de aglomerados de NPFC’s (figura 13 B).

Em cortes histoldgicos de dois camundongos, foram observados infiltrados
inflamatorios linfoplasmohistiocitario focal perivascular intraparenquimatoso.

No entanto, no grupo dos camundongos machos que recebeu a concentracdo de 5
mg/Kg da suspensio de NPFC’s ocorreu formagdo de infiltrado inflamatdrio focal
perivascular intraparenquimatoso com congestdo vascular e artefatos de compressao (figura
13 C), ocorrendo cistificacdo/dilatacdo em alguns cortes (figura 14).

Na avaliacdo dos marcadores bioquimicos que auxiliam no monitoramento de possivel
lesdo renal, dosagem de uréia e creatinina, a uréia apresentou valor elevado nos grupos de
camundongos machos que receberam a suspensao de NPFC’s nas duas doses (1 mg/Kg e 5
mg/Kg), e o resultado da anélise histologica do rim deste grupo confirmou dano causado ao

orgdo apods administracdo de uma dose elevada da suspensdao de NPFC’s.
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Figura 13: Cortes histoldgicos dos rins de camundongos machos do grupo controle (A), e dos grupos que

receberam a suspenséo de NPFC’s nas doses de 1 mg/Kg (B) e de 5 mg/Kg (C) via oral.
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Figura 14: Corte histologico do rim de camundongos machos, que receberam a suspensdo de NPFC’s na dose 5
mg/Kg via oral com presenca de cistificacao/calcificacdo.

A avaliacdo do figado no grupo controle apresentou-se normal, com arquitetura geral
preservada, sem alteragdes (figura 15 A).

Por ser o figado um 6rgdo central no metabolismo, o0 seu monitoramento é de grande
importancia na avaliacdo de dano hepatico ocasionado pela administracdo de farmacos ou
mesmo NPs portanto, um adequado acompanhamento dos marcadores bioquimicos e a
avaliacdo histoldgica auxilia na avaliacdo de possivel toxicidade que as NPFC’s possam
causar a este o0rgdo. Nos cortes analisados do figado, observou-se a formacdo de infiltrado
inflamatdrio crénico moderado linfoplasmocitario com poucos eosindfilos de permeio, em
espaco porta, sem agressao de lamina limitante, em ambos o0s grupo de camundongos machos
que receberam as diferentes doses da suspensdo de NPFC’s, 1 e 5 mg/Kg (figura 15 B e 15
C). Os marcadores bioquimicos utilizados para monitoramento do dano neste 6rgdo, AST,
ALT e FAL, apresentaram-se com seus valores de dosagens normais, indicando a possivel

auséncia de lesdo hepética na administracdo da suspensdo de NPFC’s.



Figura 15: Corte histoldgico do figado de camundongos machos do grupo controle (A), e dos grupos que
receberam a suspenséo de NPFC’s nas doses de 1 mg/Kg (B) e de 5 mg/Kg (C) via oral.
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A andlise dos cortes do baco do grupo controle dos camundongos machos nao
apresentou qualquer alteracdo histologica (figura 16 A). Da mesma maneira nos grupos de
camundongos machos que receberam as diferentes concentragdes da suspensao de NPFC’s (1
mg/Kg figura 16 B e 5 mg/Kg figura 16 C) ndo se observou alteracfes histologicas,

demonstrando possivel auséncia de toxicidade ap6s sua administragao.



Figura 16: Cortes histologicos do bago de camundongos machos do grupo controle (A), e dos grupos que
receberam a suspenséo de NPFC’s nas doses de 1 mg/Kg (B) e de 5 mg/Kg (C) via oral.
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Anadlises histolégicas de bago, figado, rim e pulmao, realizados com camundongos
machos em experimento com NPs magnéticas recobertas com acido 2,3 dimercaptosuccinico
apresentaram aspecto morfolégico preservado, sem formacdo de processos inflamatérios,
auséncia de danos, demonstrando aglomeragdo das NPs magnéticas variadas (MOREIRA,
2012).

As avaliacbes histoldgicas, do figado, baco, e as dosagens dos marcadores
bioquimicos no grupo dos camundongos machos na dose 1 mg/Kg da suspensdo de NPFC’s
ndo apresentou alteracBes que indiquem danos nestes 6Orgdos, demonstrando possivel
biocompatibilidade para aplicacdes biomédicas. A analise de marcadores bioquimicos junto
com avaliacdo histologica é de grande utilidade como parametros para avaliacdo do possivel
uso de NPFC’s. Nos rins ocorreu alteracdo nas doses de 1 mg/Kg e 5 mg/Kg da suspenséao de
NPFC’s, observou-se formagdo de processo inflamatorio, alteracdo na dosagem da uréia e,
cistificacdo/calcificacdo em um dos cortes histolégicos do grupo de camundongos machos que
recebeu a suspensdo de NPFC’s na dose de 5 mg/Kg, 0 que precisa ser reavaliado em outros

experimentos.

5.3.2.2. Avaliacao histoldgica ap6s administracdo de nanoparticulas de ferrita de cobalto

em camundongos fémeas

Para avaliacdo de danos em érgdos do grupo dos camundongos fémeas procedeu-se da
mesma maneira, no entanto, na analise de dano hepético nao foi possivel obtencdo da amostra
de material para determinacdo dos marcadores bioquimicos, sendo realizada somente
avaliacdo de marcadores bioquimicos da funcdo renal. Nos cortes histologicos dos rins do
grupo controle de camundongos fémeas a arquitetura geral encontrou-se preservada (figura 17
A).

A andlise de cortes histolégicos dos rins do grupo de camundongos fémeas que
receberam suspensdo de NPFC’s na dose 1 mg/Kg observou-se, em um dos cortes, infiltrado
inflamatdrio linfoplasmohistocitario focal perivascular intraparenquimatoso (figura 17 B) da
mesma maneira que foi observada a presenga de processo inflamatério em um dos cortes
histologicos do grupo de camundongos fémeas que recebeu a suspensdo de NPFC’s na dose

de 5 mg/Kg (figura 17 C).
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A dosagem dos marcadores bioquimicos, uréia e creatinina, nos camundongos fémeas,
que receberam a suspensdo de NPFC’s por via oral, na menor e na maior dose, apresentaram
resultados normais, contribuindo na avaliacdo de possivel dano renal causado pelo uso de
NPFC’s. Estudos que avaliam marcadores bioquimicos e analises histologicas sao
importantes para analisar com mais eficacia as NPFC’s, mostrando questdes pouco
observadas.
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O figado do grupo controle dos camundongos fémeas apresentou, em alguns cortes,
infiltrado inflamatorio cronico discreto intraparenquimatoso multifocal (figura 18 A). No
grupo de camundongos fémeas que recebeu a suspensdo de NPFC’s na dose menor, 1 mg/Kg,
observou-se formacdo de infiltrado inflamatorio crénico discreto linfoplasmocitario, em
espaco porta, sem agressdo de ldmina limitante. Além de pequenos agregados inflamatérios
intraparenquimatosos (figura 18 B). No grupo da maior dose, 5 mg/Kg da suspensdo de
NPFC’s os cortes histologicos demonstraram pequenos agregados inflamatdrios

intraparenquimatosos, circundando hepatocitos apoptoticos (figura 18 C).



Figura 18: Cortes histoldgicos do figado de camundongos fémeas do grupo controle (A), e dos grupos que
receberam a suspensdo de NPFC’s nas doses de 1 mg/Kg (B) e de 5 mg/Kg (C) via oral.
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No grupo controle de camundongos fémeas ndo foi observada nenhuma alteragéo
histoldgica nos cortes analisados do baco (figura 19 A).

Nos grupos de camundongos fémeas que receberam a suspensdo de NPFC’s o baco
teve suas caracteristica histoldgicas preservadas, ndo demonstrando alteragcbes em nenhuma
lamina, tanto no grupo de camundongos fémeas que recebeu a menor dose da suspensédo
NPFC’s, 1 mg/Kg (figura 19 B), como no grupo que recebeu a maior dose, 5 mg/Kg,

administradas via oral por 7 dias (figura 19 C).
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Figura 19: Cortes histolégicos do baco de camundongos fémeas do grupo controle (A), e dos grupos que
receberam a suspenséo de NPFC’s nas doses de 1 mg/Kg (B) e de 5 mg/Kg (C) via oral.
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O experimento realizado com camundongos fémeas que receberam a suspensao de
NPFC’s, nas doses 1 mg/Kg e 5 mg/Kg, demonstrou infiltrado inflamatoério moderado no
figado e rins, como também aparente auséncia de dano hepatico, renal e no bago. O resultado
da avaliacdo dos cortes histoldgicos corresponde com as analises dos marcadores bioquimicos
deste mesmo grupo.

Outros estudos utilizando camundongos fémeas, que receberam fluidos de NPs
magnéticas de maghemita recobertas por citrato, ndo demonstraram alteracGes histoldgicas
significativas em pulmao, figado e baco, auséncia de dano renal e hepatico com potencial
biocompatibilidade para aplicacdes biomédicas (COELHO, 2008). Experimentos com NP
magnéticas recobertas com DMSA e anfotericina B demonstraram formacdo de aglomerados
de NPs em figado, baco e pulméo, com auséncia de dano e com formacdo de um processo
inflamatdério mais severo nos rins e figado, atribuidos a anfotericina B e ndo a NP
administrada (PEIXOTO, 2008).

Dentro da area farmacéutica, diversos farmacos, para que possam ser utilizados com
seguranca, necessitam de monitoramento da funcdo hepatica e renal por causarem possiveis
danos. Este monitoramento permite avaliar o risco/beneficio no uso do farmaco bem com o
tempo de administracdo, o ajuste de dose adequado, para assim, obter o melhor resultado da
terapia proposta.

O uso das estatinas ou vastatinas, inibidores da hidroximetil glutaril-coenzima A,
como a sinvastatina, lovastatina, atorvastatina, entre outras, em alguns casos, demonstra
pequena incidéncia de toxicidade hepética, com elevacao sérica das transaminases de até trés
vezes 0 nivel normal, o que torna necessario suas determinaces. Essas elevacdes sdo
frequentemente intermitentes, porém ndo estdo associadas a outras evidéncias de
hepatotoxicidade. Em pacientes com hepatopatias ou historico de consumo excessivo de
alcool estes niveis podem ultrapassar trés vezes o limite da normalidade, sendo a medicacéo
suspensa nos pacientes sintomaticos ou assintomaticos. O aumento das creatinofosfocinases,
embora raro, é descrito no uso de todas as estatinas, sendo traduzido como agressao muscular
(KATZUNG, 2005; SILVA, 2006; RANG et al, 2007).

No uso da vancomicina a nefrotoxicidade raramente é observada na utilizacdo de
doses-padrdo em pacientes com fungdo renal normal ou com doses bem ajustadas em
pacientes com insuficiéncia renal. O maior risco deste efeito é observado em pacientes
geriatricos e, 0 monitoramento das concentragdes sanguineas do farmaco auxilia na prevencéao
de possiveis lesdes renais (SILVA, 2006).
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A anfotericina B pode causar nefrotoxicidade, sendo esta a reagdo toxica mais
significativa. Este efeito pode ter um componente reversivel que € a redugdo da perfuséo renal
e um componente irreversivel, que ocorre usualmente na administracdo prolongada. Algumas
vezes sdo observadas alteracGes nos testes de funcdo hepatica (SILVA, 2006).

Apesar da comprovacdo de alteragbes dos niveis séricos de alguns marcadores
bioguimicos, que avaliam funcdo renal ou hepatica, os farmacos causadores destas continuam
em uso, necessitando de monitorando de possiveis danos, pois, na maioria das vezes, estes sdo
reversiveis, ndo ocasionando maiores problemas para o paciente.

As analises que avaliam os possiveis danos hepaticos e renais sdo realizadas em
dosagens sericas, ndo considerando as possiveis alteraces ou extensdo de lesdes diretamente
nos Orgaos. No experimento in vivo utilizou-se a avaliacdo histoldgica para acompanhar
possiveis alteracdes, observando-se que as dosagens séricas dos marcadores citados, que
avaliam possiveis danos hepéaticos e ou renais, mostraram-se dentro de valores normais, com
excecdo da uréia no grupo dos camundongos machos que receberam as doses da suspensao de
NPFC’s (1 mg/Kg e 5 mg/Kg). Portanto, as alteracfes encontradas nos rins e figado, no uso
agudo dessas NPFC’s podem ser interpretadas como adaptativas e reversiveis, ndo causando
danos significativos e nem permanentes no figado e no rim dos grupos analisados de acordo
com o experimento realizado. Estas analises sao fundamentais para avaliacdo da toxicidade de
NPFC’s, que demonstraram possivel biocompatibilidade conforme as analises realizadas.
Apesar dos possiveis danos causados pelas NPFC’s serem reversiveis, para 0 Uso seguro €

adequado considerar sua administracdo por tempo limitado e sob monitoramento.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos na sintese, caracterizacdo e avaliacdo de citotoxicidade in vitro e
toxicidade in vivo de NPFC’s para aplicacdes biomédicas foram:

» A sintese de NPFC’s via método sol-gel, com alta temperatura, produziu amostras com
estreita distribuicdo de tamanho e forma controlados, através de um método inovador,
com baixo custo e boa reprodutibilidade. Sua composic¢do, tamanho, distribuicdo e
caracteristicas magnéticas foram comprovadas através das analises de difratometria de
raios X, MEV, TEM e VSM;

» A suspensdo de NPFC’s nas diferentes concentragcdes demonstrou baixa citotoxicidade
frente hemacias e LPMN;

» A andlise dos marcadores bioquimicos demonstrou alteracdo somente na dosagem da
uréia no grupo dos camundongos machos, sendo que ALT, AST, FAL e creatinina
permanecerem dentro da normalidade, sem presenca de dano hepéatico ou renal
significativos;

» A alteracdo da uréia pode significar possivel inicio de dano renal no uso agudo da
suspensao de NPFC'’s;

» A avaliagdo do figado, rins e baco ndo apresentou danos significativos apds
administracao da suspensdo de NPFC’s;

» As alteragdes que foram encontradas nos rins e figado, no uso agudo dessas NPFC’s
podem ser interpretadas como adaptativas e reversiveis, de acordo com o experimento
realizado, no entanto, com ressalva para a necessidade de avaliacdo futura de outros

marcadores para seguranca na possivel administracdo das NPFC’s.

Os objetivos de sintetizar NPFC’s com controle de tamanho, composicao,
reprodutibilidade e caracteristicas magnéticas adequadas para aplicagdes biomédicas foram
alcancados, bem como, as avaliacbes de citotoxicidade in vitro e toxicidade in vivo
demonstraram compatibilidade, ou seja, biocompatibilidade das NPFC’s, contribuindo na
avaliacdo para a possivel utilizacdo de NPFC’s no direcionamento de farmacos.

Partindo desses resultados, surge a perspectiva para estudos futuros da avaliagdo do
dano renal através da determinacdo de outros marcadores bioquimicos, como dosagem de

sodio e potassio, determinacdo do volume urinario, entre outros, além disso, experimentos



68

para avaliar a incorporacdo de farmacos as NPFC’s, bem como, sua toxicidade in vitro e in

Vivo.
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sanguineas, feucocitos e hemacias, sendo fator determinante na comprovagéo de biocompatibilidade.

Desfecho Secundario:

As nanoparticulas produzidas pelo método sol-gel ndo apresentam tamanho e distribuigdo compativeis com
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Reunido Ordinéaria no dia 04 de Julho de 2012.

2. Em atendimento & Resolugio 196/96 do CNS, deverd ser encaminhado ao CEUA o relatorio
final da pesquisa e a publicagfo de seus resultadios; para acompanhamento do mesmo.

3. Observamos ainda que se mam atenglio aos Relatrios Parciais ¢ Finais na
seguinte ordem: g :

- Os Relatorios Parcia
transcorrido um ano da pesquisa

- Os Relatorios Finais dever:
conclusio da pesquisa.

_ Qualquey alteracio na _pesquisa que i apro ada, como por. cxemplo mimeros de
SUJeltos local, pf:ricznd(:r“y o dover h

Atenciosamente

Prof. ﬁosil ¢ Rebeca

Coordenadora do CEUA/UNI
Port. 1.983/2011 - GR/UNIGENTRO

A SENHORA: Verusca Cristina Pizzatto Fontanive
DEFARM: Departamento de Farmacia
UNICENTRO

Home Page: hitpi/fwww.unicentro.br

Campus Santa Cruz: Rua Pres. Zacarias 875 — Cx. Postal 3010 - Fone: {42) 3621-1000 — FAX: (42) 3621-1090 — CEP 85 015-430 - GUARAPUAVA — PR
Campus CEDETEG: Rua Simedo Camargo Varela de 5a, 03 — Fone/FAX: (42) 3629-8100 ~ CEP 85.040-080 - GUARAPUAVA - PR
Campus de Irati: PR 153 - Kim 07 — Riozinho — Cx. Postal, 21 - Fone: (42) 3421-3000 ~ FAX: (42) 3421-3067 — CEP 84.500-000 — IRATI - PR
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Protocolo 020/2012
Interessados: Verusca Cristina Pizzatto Fontanive
Prof. Najeh M. Khalil
Orientador: Prof. Luiz Fernando Cética (UEM)
Avaliador: ProP Giuliana Gelbcke Kasecker Botelho
Titulo do Projete: Sintese, caracterizagio e analise de citotoxiciiade de nanoparticulas
de Ferrite de Cobalto.

Parecer: O projeto tem como objetivo a avaliagio da citotoxicidade de nanopérﬁculas
de ferrite de cobalto em camundongos por meic de analises bioguimicas de fungéo
renal e hepatica, além da avaliagdo histolégica de figado, baco e rins.

O projeto encontra-se hem fundamentado e a metodologia corretamente
justificada. Os objetivos condizem com a hipotese e os métodos experimentais

empregados estio de acordo com as diretrizes de bem estar animal.

Cam base no relato acima, o projeto fica na situagio aprovado.
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GLOSSARIO

Biodisponibilidade — fracdo da dose de um farmaco administrado, ndo alterado, que atinge a
circulacdo sistémica.

Gavagem — método de introducédo de alimentos liquidos no estdmago.
Hemacias — células da série vermelha do sangue.

Leucdcitos polimorfonucleados — ou glébulos brancos, células que circulam no sangue com
funcéo de defesa.

PBS — tampao fosfato salino, isotdnico.

Sistema Reticulo Endotelial — sistema organico constituido por células, situadas em diferentes
locais no organismo dotadas de capacidade fagocitaria, com funcéo de defesa.

Trypan — corante de excluséo.

Turk — corante para contagem de leucdcitos.



