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RESUMO

INTRODUGCAO: As células-tronco mesenquimais (CTMs) sdo células multipotentes
presentes em uma grande variedade de tecidos. A administragdo sistémica e intrapulmonar
dessas células em animais com fibrose pulmonar diminui a mortalidade, o clearence do fluido
alveolar e o processo inflamatério local, evitando assim a progressdo da fibrose para uma
sindrome pulmonar mais grave. Para compreender melhor o processo pelo qual as CTMs atuam
na regeneracao dos tecidos lesionados, é preciso avaliar sua migracdo, enxertia e retencdo nos
tecidos lesionados. As nanoparticulas magnéticas vém sendo usadas como uma estratégia
eficiente para mobilizar CTMs para regides lesionadas na presenca de campos magnéticos.
Esferas de tungsténio sdo capazes de alterar a homogeneidade de um campo magnético e
consequentemente mudar o gradiente desse campo, intensificando a quantidade de CTMs que
chegam no local da inflamacdo. OBJETIVOS: a) testar se CTMs marcadas com nanoparticulas
(y-Fe203)-citrato podem ser mobilizadas magneticamente para o 6rgdo alvo com a utilizagéo de
imés externos; b) investigar o potencial de mobilizacdo magnética para aumentar a enxertia de
CTMs humanas provenientes de lipoaspirado marcadas com nanoparticulas (y-Fe.O3)-citrato
em um modelo murino de fibrose pulmonar induzido por bleomicina, c¢) investigar também se,
quando submetidas a campo magnético ndo uniforme, a migracdo das CTMs marcadas com
nanoparticulas (y-Fe2Oz)-citrato aumenta na presenca de um imé& rodeado por esferas de
tungsténio; e d) investigar se uma maior enxertia de CTMs no local da lesdo, resultante da
mobilizacdo magnética, melhora significativamente a regeneracdo do tecido pulmonar.
METODOS: Inicialmente foi estudada a distribuicio de fluidos magnéticos quando
submetidos a diferentes campos magnéticos a fim de estabelecer qual campo magnético
permitiria a distribuicdo mais adequada para este estudo. Posteriormente, foram feitos estudos
in vitro de mobilizacdo magnética com CTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe2O3)-citrato
em diferentes campos magnético, e estudos in vivo visando: i) quantificar, sob a influéncia
destes campos, a migracéo e retencdo de CTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe20s)-citrato
nos pulmdes com fibrose pulmonar induzida por bleomicina em um modelo murino; e ii)
analisar a variacdo do peso e sobrevida destes animais. RESULTADOS: Observamos em
NOSS0S ensaios in vitro que o campo magnético que permitiu a melhor distribui¢do do fluido
magnético de nanoparticulas (y-Fe2Os)-citrato foi o arranjo com um ima envolto por 5 esferas

de tungsténio. Tal arranjo permitiu uma maior migracao de CTMs marcadas com nanoparticulas

\Y



(y-Fe203)-citrato in vitro quando comparado a um campo magnético formado apenas por um
imd cilindrico. Nos ensaios in vivo, 0s grupos de animais que tiveram mobilizacdo magnética
de CTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe20s)-citrato induzida por campos magnéticos
externos apresentaram maior retencdo destas células nos pulmdes do que o grupo que nao foi
submetido a mobilizacdo magnética; sendo o grupo que teve o campo magnético formado por
um ima cilindrico rodeado por cinco esferas de tungsténio o que apresentou maior retencéo de
CTMs nos pulmdes. CONCLUSOES: E possivel aumentar a migracdo, enxertia, retencio e
distribuicdo de CTMs marcadas com nanoparticulas magnéticas para regides alvo quando
submetidas a campos magnéticos externos. Modificar o gradiente de campo com as esferas de
tungsténio permite uma maior mobilizacdo magnética de CTMs marcadas com nanoparticulas

magnéticas in vitro e in vivo.

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais, nanoparticulas magnéticas, mobilizacao

magnética, fibrose pulmonar, terapia celular.
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ABSTRACT

Introduction: Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent cells present in a variety of
tissues. The intrapulmonary and systemic administration of these cells in animals with
pulmonary fibrosis decreases mortality, clearance of alveolar fluid and local inflammatory
process, preventing fibrosis progression to a more severe pulmonary syndrome. To better
understand the process of action the MSCs in the regeneration of damaged tissues, it is
necessary analyze their migration, grafting and retention in injured tissues. Magnetic
nanoparticles have been used as an effective strategy to mobilize MSCs to damaged regions in
the presence of magnetic fields. Spheres of tungsten are able to change the homogeneity of a
magnetic field and consequently change the gradient of the field. Objective: a) test whether
MSCs labeled with nanoparticles (y-Fe2O3)-citrate can be mobilized magnetically to the target
organ by the presence of magnets; b) investigate the potential of magnetic targeting to increase
the engraftment of human MSCs derived from liposuction labeled with nanoparticles (y-Fe2Oz3)-
citrate in a murine model of pulmonary fibrosis induced by bleomycin, ¢) and also, investigate
whether under a non-uniform magnetic field, the migration of MSCs labeled with nanoparticles
(y-Fe203)-citrate increases in the presence of a magnet surrounded by spheres of tungsten; and
d) investigate if a higher grafting of MSCs to the site of injury, resulting of magnetic targeting,
improves significantly the regeneration of lung tissues. Methodology: At first, we studied the
distribution of magnetic fluids when submitted to different magnetic fields to determine what
magnetic field would allow the most adequate distribution for this study. Subsequently, studies
in vitro of magnetic targeting with MSCs labeled with nanoparticles (y-Fe2Os)-citrate in
different magnetic fields have been made studies in vitro; and in vivo studies intending to: i)
quantify, under the influence of these fields, the migration and retention of MSCs labeled with
nanoparticles (y-Fe2Os)-citrate in lungs of a murine model of pulmonary fibrosis, induced by
bleomycin; and ii) analyze the variation in weight and survival of these animals. Results: It
was observed in vitro, that the magnetic field that allowed the best distribution of the magnetic
fluid of nanoparticles (y-Fe2Oz3)-citrate was the arrangement with a magnetic surrounded by five
spheres of tungsten. This arrangement improved the migration of MSCs labeled with
nanoparticles (y-Fe2Oz)-citrate in vitro when compared with a magnetic field formed only by a
cylindrical magnet. In the teste in vivo, the groups of animals that had magnetic targeting of
MSCs labeled with nanoparticles (y-Fe20s)-citrate induced by an external magnetics fields
showed greater retention of these cells in the lungs than the group that was not submitted to
magnetic targeting; being the group that had the magnetic field formed by a cylindrical magnet
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surrounded by five spheres of tungsten which showed greater engraftment of MSCs in the lungs.
Conclusion: It’s possible to increase the homing, engraftment and distribution of MSCs labeled
with magnetic nanoparticles to target sites under an external magnetic fields. Modify the
gradient field with the spheres of tungsten improves magnetic mobilization of MSCs labeled
with magnetic nanoparticles in vitro and in vivo.

Key words: Mesenchymal stem cell, magnetic nanoparticles, magnetic targeting,

pulmonary fibrosis, cell therapy
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1. INTRODUCAO

1.1 Células-tronco mesenquimais

As células-tronco mesenquimais (CTMs) sdo células multipotentes presentes em uma
grande variedade de tecidos. Essas células podem ser isoladas de diversos sitios bioldgicos,
como o tecido adiposo, placenta, tecidos fetais, sangue e parede do corddao umbilical, polpa
dentéria, liquido sinovial, entre outros®Y. A Sociedade Internacional para Pesquisas com
Células-tronco (ISSCR) definiu que as CTMs devem ser naturalmente aderentes ao plastico;
diferenciar-se em osteoblastos, adipdcitos e condrécitos in vitro na presenca de indutores; e
possuir marcadores especificos na membrana positivos para CD90, CD105, CD73 e negativos
para CD45, CD34 e CD14®,

Dentre todas as células-tronco estudadas até o presente momento, CTMs sdo muito
promissoras no campo de pesquisas da medicina regenerativa devido sua habilidade de se auto
renovar e se diferenciar em multilinhagens celulares®*,

Além disso, CTMs possuem caracteristicas imunomoduladoras e imunossupressoras
que ampliam as possibilidades de utilizacdo terapéutica®. As CTMs secretam uma grande
variedade de citocinas pré e anti-inflamatdrias e fatores de crescimento. Essas moléculas
bioativas proporcionam: a modulagdo da resposta inflamatéria, acdo anti-apoptética, o
restabelecimento do suprimento vascular e a reparacdo adequada do tecido, contribuindo para
a homeostasia tecidual e imunolégica®®®. As CTMs possuem uma imunogenicidade baixa,
pois ndo expressam moléculas co-estimulatorias e assim sdo fracamente reconhecidas pelo
HLA de hospedeiros incompativeis. Essa propriedade permite que as CTMs humanas migrem
e se enxertem em 6rgdos lesionados de animais imunocompetentes sem que ocorra uma resposta
imune. Essa tolerancia, observada até em xenotransplantes, permite que modelos animais sejam
usados para estudos de CTMs humanas®.

Outra propriedade importante das CTMs € o processo de ‘homing’ que envolve a
migracdo e enxertia de células progenitoras para o local da injuria. Fatores presentes no
microambiente do tecido lesionado direcionam a migracdo das CTMs para aquele local.
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Acredita-se que esses fatores aumentam a permeabilidade vascular e induzem a superexpressao
de moléculas que ajudam na adesdo, facilitando assim o ‘homing’ e a enxertia de células que
irdo participar do reparo tecidual 9,

As terapias baseadas em CTMs possuem grande potencial para o reparo e regeneragao
de tecidos lesionados, devido a capacidade dessas células de migrarem para sitios de tecidos

lesionados e inflamados e modularem a resposta inflamatéria nesses locais 112),

1.2 CTMs de tecido adiposo

No decorrer das ultimas décadas as CTMs foram isoladas de uma grande variedade de
tecidos humanos, porem as CTMs derivadas de medula 6ssea (MoCTMs) e CTMs de tecido
adiposo (adCTMs) sdo as fontes mais utilizadas de CTMs, especialmente em se tratando de
terapias celulares aut6logas (relativa ao proprio individuo)®® .

O tecido adiposo vem sendo utilizado cada vez mais como uma fonte rica de CTMs na
medicina regenerativa, sua grande vantagem vai desde sua facil obtencéo e isolamento quando
comparada aos outros tipos de CTMs humanas, a um maior potencial proliferativo e
imunomodulatério®416),

Vaérios estudos mostram dados conflitantes quando comparam as moCTMs com as
adCTMs® 19, Principalmente quanto as diferencas entre as citocinas secretadas e a expressio
de receptores de quimocinas entre elas!®?%?D) As adCTMs e as moCTMs apresentam
morfologia semelhante e mesma expressao de marcadores de membrana, porem as adCTMs
possuem um maior potencial proliferativo®®. Segundo o estudo comparativo de Chun-yu Li et
al (2015), entre adCTMs e moCTMs, as primeiras secretam diferentes proteinas, citocinas,
fatores de crescimento e quimiocinas, apresentando um potencial maior de efeitos
imunomodulatorios, quando comparadas as moCTMs. Este fato é importante para a escolha
deste tipo celular para o presente estudo, por se tratar de uma terapia com CTMs em pulmdes
com processos inflamatorios™?).

As adCTMs também mostraram possuir maiores propriedades imunossupressoras
quando comparadas aos outros tipos de CTMs, sendo as mais indicadas para terapias

halogénicas®?. Elas também sdo indicadas para transplantes aut6logos, essas células possuem



facil obtencdo podendo ser retiradas de qualquer tecido adiposo do paciente com uma simples

anestesia local e cultivadas em laboratdrio para posterior utilizacao®.

1.3 CTMs e fibrose pulmonar

Doengas pulmonares sdo causa de uma alta taxa de morbidez e mortalidade ao redor do
mundo. Infelizmente, a taxa de doencas pulmonares esta crescendo cada vez mais e é esperado
que se torne a terceira causa de mortalidade por doencas no mundo até 2020?%),

As doencas intersticiais pulmonares (DIP) sdo doencas que tem em comum a inflamacao
do intersticio (o tecido mais profundo do pulmao) e dos alvéolos. Essa inflamagéo dos tecidos
pulmonares pode levar a consequente fibrose cicatricial, resultando em um menor
funcionamento dos alvéolos e assim uma perda irreversivel na capacidade pulmonar®®.

As lesbes pulmonares quebram a barreira alvéolo-capilar, resultando nessa regido
edemas ricos em proteinas e células inflamatorias, ocorrendo assim uma menor producao de
surfactante e favorecendo o colapso alveolar, que associado ao edema gera um grande prejuizo
nas trocas gasosas. Em alguns pacientes, essas lesdes evoluem para uma fase crénica, também
denominada de fibroproliferativa, caracterizada por edema pulmonar, deposicéo de colageno,
inflamacdo cronica, fibrose e neovascularizagdo. Pacientes que apresentam a fase cronica da
doenca apresentam um mau prognostico e alta taxa de mortalidade®.

A fase fibroproliferativa pode resultar em uma doenca chamada fibrose pulmonar
idiopatica, que € marcada pela excessiva deposicdo de matriz extracelular no intersticio
pulmonar, resultando na obstrucdo das vias respiratorias e modificando a arquitetura alveolar.
A fibrose pulmonar é progressiva, ndo responde a terapias farmacoldgicas, e pode resultar em
morte devido a faléncia respiratoria, necessitando urgentemente de terapias e tratamentos
eficazes®®.

A administracdo de CTMs para o tratamento experimental de fibrose pulmonar em
camundongos tem mostrado resultados bastante promissores?’2%), Varios estudos
demonstraram que CTMs podem se enxertar e/ou participar na regeneracdo de tecidos
pulmonares, e por esse motivo transplantes com CTMs tém sido estudado como uma estratégia

terapéutica na regeneracio de tecidos pulmonares lesionados®@®3,



Estudos com ensaios in vitro, em modelos animais e em ensaios clinicos com pacientes
que apresentaram doencas pulmonares demonstram que as CTMs suprimem a ativacdo,
proliferacdo e funcGes efetoras nas respostas tanto do sistema imune inato quanto do sistema
imune adaptativo, promovendo o desenvolvimento de células T-reguladoras, que séo
tipicamente associadas a supressio do sistema imunoldgico®2-%),

Estudos recentes, em animais que apresentavam doengas intersticiais pulmonares,
mostram que CTMs quando infundidas intrapulmornarmente ou na circulacdo sanguinea
melhoram a funcéo pulmonar®®3137), Acredita-se que o mecanismo terapéutico das CTMSs seja
via fatores paracrinos, que estimulam o crescimento das células pulmonares e inibem a
inflamacéo e a fibrose nesse tecido lesionado®?. Esses fatores paréacrinos ajudam a formar um
ambiente favoravel a sobrevivéncia e proliferacdo das células progenitoras remanescentes nos
tecidos comprometidos®®39),

Estes efeitos sdo descritos em detalhes por varios trabalhos na literatura?2%27, Por
exemplo, Rojas et al (2005) verificaram que células oriundas de tecidos pulmonares injuriados
secretam fatores que promovem a migracdo de moCTMs em direcdo ao 6rgao lesionado;
sugerindo-se assim que estas desempenham um efeito protetor e reparador®®. Ortiz et al (2003),
verificaram que, alem do efeito protetor, as CTMs eram capazes de impedir a deposicdo de
colageno diminuindo a fibrose®® e, anos mais tarde, Ortiz et al (2007) relacionaram tais efeitos
ao bloqueio de duas citocinas pré-inflamatérias pulmonares: 0 TNF-a e o INF-y43, sendo que
esta Gltima € uma das principais citocinas detectadas em fluidos pulmonares de pacientes com
sindrome do desconforto respiratorio®?.

Um grande problema encontrado para o tratamento da fibrose pulmonar é que ela é
frequentemente diagnosticada em um estdgio tardio, no qual o paciente possui significante
tecido fibrdtico e pouca inflamacédo, diminuindo o potencial imunomodulatério das CTMs e
consequentemente a melhora tecidual @®).

O papel terapéutico de CTMs em doencas pulmonares se mostraram tdo promissores
nos ensaios pré-clinicos que ja existem vdrias terapias com CTMs em ensaios clinicos,

conforme mostra a Tabela 1¢149,



Tabela 1. Ensaios Clinicos de terapias com CTMs em Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC)
e Fibrose Pulmonar Idiopatica (FP1).

Pais Doenca Tipa Dose Frequéncia \f"? de . Tempo de Status ClinicalTrials_gov
Celular administracdo acompanhamento
. moCTh 3 .
Brasil DPOC 1x10 Dose Unica Intravenosa 12 meses Completo NCTD1110252
a 4x por
EUA DPOC moCTM 1x10 cemana Intravenosa 2 anos Completo NCTODG83722
, moCTM & - .
Brasil DPOC Dose dnica Endobronguial 4 meses Completo MNCTO1B72624
* 2x por
Holanda DPOC moCTh sermana Intravenosa B semanas Completo MCTO1306513
Russia DFOC moCTM 2x108 6x por ano Intravenosa 2 anos Recryta ndo NETO1849159
pacientes
I3 ppoc  MOCTM £4107 Doseiinica  Endobronquial 1ano = NCTO1758055
México DPOC adCTM * Dose unica Intravenosa 6 meses Recryta ndo NCTO1559051
pacientes
EUA FPI moCTM 2x107 Dose unica Intravenosa 60 semanas Em MNCTOZ013700
andamento
Espanha FPI moCTM * # Endobronguial 12 meses Recrl_Jta ndo NCTO1313827
pacientes
. CTM de 5 -
Australia FPI placenta 2x10 Dose Unica Intravenosa B meses Completo MNCTO1385644

*Dados ndo disponiveis.

E interessante ressaltar, que dentre tais estudos mostrados na Tabela 1, o primeiro a ser
realizado foi no Brasil, e embora o estudo tenha sido feito apenas com quatro pacientes, estes
ndo apresentaram nenhum efeito colateral e mostraram uma melhora significativa na qualidade
de vida e uma melhor estabilidade no quadro clinico. Tais resultados foram essenciais para que
novos estudos estejam sendo feitos ao redor do mundo, a fim de elucidar o papel, eficécia e
seguranca das terapias com CTMs em doencas pulmonares®V.

Hoje em dia, existem varias técnicas que levam a inducdo de fibrose pulmonar em
modelos animais, cada qual com suas vantagens e desvantagens. As principais técnicas
utilizadas sdo administracdo de isotiocianato de fluoresceina (FITC); exposicao a irradiacéo;
instilacdo de silica; introducdo permanente de genes de modo a criar animais geneticamente
modificados; administracdo de bleomicina, entre outros“.

O modelo animal mais utilizado em roedores para o estudo da fibrose pulmonar é o
induzido pela bleomicina. Neste modelo, 0 processo de patogénese da fibrose pulmonar possui
alteragdes bioquimicas e morfoldgicas semelhantes as observadas em pacientes humanos®?”,

Embora existam muitos estudos com CTMs e doencas pulmonares, ndo ha um consenso
sobre a melhor via de administracdo dessas células em modelos animais. Ainda existem muitas
lacunas no estudo das terapias com CTMs em modelos de doencas pulmonares, como qual é a
melhor rota de administracdo dessas células: intratraqueal, intranasal, intrapulmonar,

intravenosa ou intra-arterial. Também ndo estdo definidos: i) a dose adequada de CTMs a ser



administrada, ii) a importancia do momento ideal de administracdo, iii) os efeitos a longo
prazo“®49; e iv) o exato mecanismo de agao.

Estudos pré-clinicos mostraram que a injecao de CTMs por via intratraqueal (Figura 1)
melhoraram a estrutura alveolar e vascular e atenuaram a inflamacéo, resultando em uma
diminuicdo da fibrose e melhora do funcionamento pulmonar®-5%. Porém, ndo ha relatos na
literatura sobre a eficacia no tratamento de doengas pulmonares com a administracdo de CTMs
por via intranasal (Figura 1), visto que na pneumologia essa via seria mais direta e menos

invasiva®?,

; “' intranasal
intratraqueal = =

Figura 1. Representacdo da técnica ndo-cirdrgica de instilacdo intratraqueal e intranasal em
camundongos. Cateteres intravenosos atuam como sondas que permitem a administracdo de
liquidos em regido proxima a traqueia. Adaptado de Munder et al. (2011)%®.

A alta mortalidade da fibrose pulmonar requer que novas terapias mais efetivas no
reparo do tecido pulmonar lesionado sejam adotadas. A restauracao da barreira alvéolo-capilar,
a modulacdo do processo inflamatério e da fibrose em longo prazo séo objetivos da terapia com

CTMs em doengas intersticiais pulmonares©®4D,



1.4 Tracadores magnéticos e taticas para mobiliza¢édo via campo magnético

A marcacao celular € um método muito utilizado nas pesquisas biomédicas, com ela é
possivel avaliar a integridade funcional e morfoldgica das células transplantadas e determinar
sua atividade proliferativa e migratoria sem alterar a sua viabilidade ou capacidade funcional.
O uso de nanoparticulas como marcadores celulares tem atraido cada vez mais atencdo dos
pesquisadores®),

A vantagem das nanoparticulas é que algumas podem ser monitoradas a longo prazo,
permitindo imagens repetidas ao longo do tempo. Ha varios métodos de imagens que visualizam
nanoparticulas, como por exemplo, a tomografia computadorizada (TC), tomografia de emissdo
de pésitron (PET), tomografia computadorizada de emissdo de um féton (PECT), imagem por
ressonancia magnética nuclear (MRI) e coloragdes histologicas especificas®®).

Nanoparticulas de 6xido de ferro vem sendo utilizadas cada vez mais para pesquisas na
area de biomedicina, o principal motivo para isso é que essas nanoparticulas tém se mostrado
ndo-toxicas em estudos com modelos animais. Dentre as nanoparticulas de 6xido de ferro,
podemos citar a maghemita (y-Fe203) e a magnetita (Fe304)®"%),

Além de serem pouco toxicas, tais nanoparticulas sdo biocompativeis e magneticas
(superparamagnéticas)®®. Para serem consideradas ideais para o0 uso em pesquisas devem ser
fabricadas de maneira controlada, sendo permitido fazer novos lotes similares sempre que
preciso.

A classificacdo em nanoparticulas superparamagneticas depende do campo de estudo e
de sua aplicacdo. No campo da medicina e biologia, 0 que determina sua nomenclatura é o
tamanho. Nanoparticulas magnéticas de Oxido de ferro de didmetro entre 50 e 80 nm sdo
classificadas como SPIONS (superparamgnetic iron oxide NPs), de 10 a 50 nm s&o
classificadas como USPIONSs (ultra-small superparamagnetic iron oxide NPs) e com diametro
menor que 10 nm sdo classificadas como VSPIONs (very small superparamagnetic iron oxide
Nps)(eo,el)_

Fluidos de nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro na presenca de um
campo magnético externo apresentam magnetizacdo e, apés a retirada deste campo, o fluido
volta para seu estado ndo magnetizado®>®), Tais propriedades permitem que essas
nanoparticulas de 6xido de ferro ajam como marcadores celulares especificos na utilizacdo de

campos magnéticos para experimentos in vivo®. Direcionar as células marcadas apds sua
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implantac&o, por meio de utilizag&o de imés externos posicionados sobre o 6rgéo-alvo, permite
aprimorar o “homing” (migragio para o 6rgio alvo) destas células nos locais de interesse©®,
A habilidade de manipular e direcionar células para sitios especificos tem grande importancia
no campo da biomedicina e medicina regenerativa.

Estudos estdo utilizando a técnica de mobilizacdo magnética para terapias com varios
tipos celulares, como CTMs, células-tronco hematopoiéticas, progenitores de células neurais,
progenitores de células endoteliais e células epiteliais da retina®”"2).,

A internalizacdo de nanoparticulas magnéticas por CTMs pode ser realizada por
diferentes maneiras, como endocitose, fagocitose, difusdo passiva e macropinocitose™®. O
tamanho, a forma e a superficie da nanoparticula influencia a quantidade que a célula captura,
0 mecanismo desta captura e a regido celular em que essa particula vai ficar acumulada®®.

Devido a falta de capacidade fagocitaria das CTMs, eficientes marcagdes com
nanoparticulas de 6xido de ferro podem ser problematicas. Para intensificar a captura de
nanoparticulas em maiores concentracdes e assim potencializar o efeito da nanoparticula na
terapia desejada é preciso funcionalizar as nanoparticulas de modo que elas interajam melhor
com a célula™),

O citrato & um polimero de revestimento biocompativel usado como um mondmero
aniénico que melhora a captura celular de nanoparticulas(". Ele possui uma alta carga negativa
que modifica a superficie da nanoparticula de ferro e cria uma forte afinidade entre a
nanoparticula e a célula, que é traduzida como uma melhor internalizacdo dessas nanoparticulas
pela célula™.

As nanoparticulas magnéticas vem sendo usadas como uma eficiente estratégia para
induzir migraces de CTMs para regides lesionadas na presenca de iméas. Estudos mostram que,
quando submetidas a campos magnéticos ndo uniformes, as CTMs marcadas com
nanoparticulas magnéticas sio atraidas pelo ima®>%3%%, Dessa forma, é possivel direcionar um
maior nimero de CTMs para locais de lesdes e inflamacGes, possibilitando um aumento na
eficiéncia do tratamento e minimizando efeitos sistémicos indesejados“®).,

No estudo de Tukmachev et al. (2015), foram usadas CTMs marcadas com
nanoparticulas de ferro revestidas por poly-L-lysine para tratar lesdes na coluna espinhal de
ratos. O experimento consistiu em comparar grupos que receberam: 1) CTMs marcadas com
nanoparticulas magnéticas submetidas a um campo magnético, 2) CTMs ndo marcadas com
nanoparticulas magnéticas submetidas a um campo magnético e 3) CTMs marcadas com

nanoparticulas magnéticas, porém ndo submetidas a um campo magnético. Para criar o campo



magnético, eles usaram dois imas cilindricos de NdFeB, com polos iguais de frente para o outro,
na direcdo da regido alvo. O resultado do estudo mostrou que o grupo 1, que continha CTMs
marcadas com nanoparticulas magnéticas submetidas a um campo magnético, apresentou
eficiéncia de migracdo celular para o sitio de injuria de 45%, enquanto o grupo 2 apresentou
uma eficiéncia somente de 14% e o grupo 3 de 13%®).

No estudo de Yanai et al (2012), CTMs marcadas com nanoparticulas do tipo SPIONs
foram utilizadas no tratamento de um modelo de doencas de degeneracdo da retina em ratos.
Neste estudo eles utilizaram um imd em forma de disco de boro e neodimio banhado a ouro
para produzir um campo magnético no sitio alvo. Foram comparadas duas vias de
administracdo, a via intravitreal (injecdo pelo olho) e a via intravenosa pela veia caudal. O
resultado desse estudo mostrou que a via intravitreal apresentou 20% de cobertura no
hemisfério superior da retina, e a enxertia de CTMs aumentou de 9.600 para 355.500 células
quando utilizados campos de mobilizacdo magnética. A via intravenosa apresentou 2,48% de
cobertura do hemisfério superior da retina, e um aumento de 4.000 para 42.000 CTMs quando
utilizados campos de mobilizacio magnética®®).

Tais resultados mostram que a mobilizacdo magnética de CTMs marcadas com
nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagneticas séo eficientes e melhoram a migracéo, o
homing e a enxertia dessas células nos locais de injuria. Muitos estudos apresentam essa técnica
para terapias em tecidos cardicos, na coluna espinhal, em les6es oculares, em lesdes no figado,
entre outros® 697172 norém, n3o foi encontrado na literatura nenhum estudo que fez

mobilizacdo magnética de CTMs para tratamento de injurias pulmonares.

1.5 Forca Magnética

A forca de atracdo entre as nanoparticulas magnéticas e o gradiente do campo magnético

é governado pela seguinte equacdo:

Equacédo 1. Equacdo da Forca Magnética.

Fmag =V (ino.B)



Onde ﬁmag é a forca gerada por um carreador magnético com um momento magnético

m,Béo campo magnético total, e Véo gradiente que atua sobre o produto interno do momento

magnético com o0 campo magnético. Especificamente no nosso experimento podemos

considerar m como sendo homogéneo, conseqiientemente a forca magnética dependera de VB.
Em outras palavras, dependeré da variagdo espacial do campo magnético. A forca magnética
sera maior nas regides de maior gradiente. Por exemplo, para um ima cilindrico a regido de
maior forca serdo as bordas do mesmo, resultando em uma figura anelar para a distribuigdo do
material submetido a esta forca. O modo de modificar a geometria do campo de forca magnética
consiste em alterar a geometria do campo magnético, o que pode ser realizado
experimentalmente com a adicdo de particulas ferromagnéticas na regido de influéncia do ima
principal 7).

O posicionamento de esferas de tungsténio, que € um material ferromagnético, ao redor
de um ima cilindrico modifica a distribuicdo das linhas de campo (VB), mudando assim a
simetria do campo magnético (B).

A mudanca na simetria de um campo magnético altera a distribuicdo de fluidos de
nanoparticulas magneticas submetidas a este campo. Quando submetido ao campo externo de
um Unico imé cilindrico, as nanoparticulas magnéticas formam um anel concentrado na regiéo
de borda do imd, porém com a alteragdo do gradiente de campo causada pela presenca do
tungsténio, essas nanoparticulas se distribuem de maneira mais uniforme por toda a regido do
arranjo de im e esferas de tungsténio’®,

Sistemas de mobilizagdo magnética necessitam de um campo magnético e de gradientes
de campo. Nesse estudo, o papel do gradiente de campos magnéticos € atrair e posicionar
CTMs marcadas com nanoparticulas magnéticas para o local da leséo.

Modificar o gradiente de campo com as esferas de tungsténio, em teoria, permite que a
mobilizacdo magnética de CTMs marcadas com nanoparticulas magnéticas seja mais eficiente,
pois com isso se modificaria a distribuicdo dessas células no local da injuria, aumentando assim

o didmetro e homogeneidade de distribuicdo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo geral deste projeto é investigar a viabilidade de utilizacdo de mobilizacdo
magnética de CTMs humanas no modelo de fibrose pulmonar induzido por bleomicina em

camundongos.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Objetivos especificos in vitro:

e Determinar o melhor arranjo de esferas de tungsténio ao redor de um ima para produzir
a geometria de forca mais apropriada para o presente estudo.

e Auvaliar se um campo magnético formado por um ima cilindrico que sofre interferéncia
de esferas de tungsténio € capaz de atrair mais adCTMs do que um campo magnético

sem as esferas de tungsténio.

2.2.2 Objetivos especificos in vivo:

e Avaliar a eficacia da mobilizacdo magnética de adCTMs marcadas com nanoparticulas
(y-Fe203)-citrato para aumentar o homing destas para pulmdes fibréticos, e avaliar,

consequentemente, a eficacia terapéutica desta estratégia.
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e Avaliar se as modificacbes no campo magnetico alteram a migracdo e retencdo de
adCTMs no tecido lesionado. Avaliar se uma maior retencdo de adCTMs no tecido

lesionado melhoram a regeneracdo desse tecido.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao do fluido de nanoparticulas (y-Fe203)-citrato

A sintese das nanoparticulas de maghemita funcionalizadas com citrato (nanoparticulas
(y-Fe203)-citrato) aconteceu no laboratério da Profa. Dra. Emilia Celma de Oliveira Lima, no

Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goiés.

As nanoparticulas foram sintetizadas através de uma mistura estequiométrica de cloreto
de ferro (FeCLs) e sulfato ferroso (FeSO4) em um meio aquoso e precipitadas com solucédo de
hidroxido de sédio (NaOH). Inicialmente, foram dissolvidos 16,2 g (0,06 mol) de FeCl3.6H.0O
e 8,4 g (0,03 mol) de FeSO4.7H20 em 300 mL de agua destilada contendo 1,3 mL de HCI
concentrado para baixar o pH da solugéo para 1,5. Em seguida, a amostra foi aquecida até o
ponto de fervura. Apds o aquecimento, foi acrescentado por gotejamento 11g (0,25 mol) de
NaOH aquoso sob constante agitacdo para se dar o inicio da precipitacdo. A amostra ficou sob

agitacdo por 10 min.

Apos a precipitacdo obtivemos nanoparticulas de magnetita (FesOa4). A reacdo quimica

de formacé&o de FezO4 € dada por:
Feo+(aq) + 2Fes+(aq) + 80H- (aq) — Fes04(s) + 4H20

A precipitacdo de FezO4 ocorreu em pH entre 8-14, com uma relacdo estequiométrica
de 2:1 (Fe3*: Fe?").

ApoOs a precipitacdo, ocorreu a lavagem da amostra com agua destilada atraves do
processo de separacgdo precipitado/sobrenadante pelo meio de decantacdo do precipitado com a

ajuda de um ima. Para verificar se a amostra ainda apresentava sulfato livre, foram realizados
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testes do sobrenadante com cloreto de bario até constatar-se que este ndo apresentava mais

resquicio de sulfato.

Apos a lavagem da amostra, o pH foi ajustado para 1,5 e a amostra aquecida sob agitacao
para oxidar. Para ajudar no processo de oxidacdo a amostra foi borbulhada com gas oxigénio
por 12 h. Apds a oxidacgdo, a amostra mudou de cor, passando de uma colora¢do marrom escuro
para marrom avermelhada, indicando que a amostra de magnetita (FesOs4 se oxidou em

maghemita (y-Fe203).

A funcionalizacdo da nanoparticula de maghemita foi feita com a adi¢éo de 5 g (0,016
mol) do sal citrato de sédio (Na;CgHsO-) dissolvido em 100 mL de &gua destilada. Apds a
adicdo do citrato, a amostra foi ultrasonicada 3 vezes por 2 minutos. Para separar fragdes de
nanoparticulas agregadas, a amostra foi centrifugada 2 vezes por 5 min em uma velocidade de
2000 rpm e teve o pellet descartado. Para reduzir o volume e concentrar a amostra, esta foi
purificada por meio de dialise. A amostra final apresentou uma concentracdo de 4,6 mg de ferro

por mL e foi autoclavada para utilizagdes em estudos in vivo.

3.2 Caracterizacao das nanoparticulas (y-Fe20z3)-citrato

Para determinar a forma e o tamanho medio das nanoparticulas (y-Fe20s)-citrato, foi
realizada analise por microscopia eletronica de transmissédo (MET). Para tal, aliquotas de 20 pL
da formulacgéo diluidas em 980 uL de agua Milli-Q foram colocadas em telinhas de cobre de
300 mesh previamente cobertas com resina Formvar® e deixadas para secar durante uma noite
dentro de placas de Petri, sendo depois analisadas em Microscopio Eletronico de Transmissdo
a 80 KV (JEOL 1011).

Para os testes de avaliacdo da estabilidade coloidal, as varidveis como o diametro
hidrodindmico (DH), o indice de polidispersdo (PDI) e o potencial Zeta (Ptz) foram analisadas
no equipamento Zetasizer (ZS90).

Os dados referentes ao diametro hidrodindmico (DH) e indice de polidispersdo (PDI)
foram obtidos por dispersdo dindmica da luz (DSL), que é uma medida que envolve direcionar

um feixe de laser para uma amostra altamente diluida e contabilizar a luz espalhada em um
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fotomultiplicador posicionado em um determinado angulo’”, e o potencial zeta (Ptz) foi obtido

por dispersdo de luz eletroforética em Zetasizer (ZS90).

3.3 Obtencgéo das adCTMs de lipoaspirado

As adCTMs foram obtidas de lipoaspirado em conjunto com o médico cirurgido Dr.
Carlos Augusto Carpaneda. As amostras de gordura foram coletadas pelo Dr. Carlos Augusto
Carpaneda na Clinica Carpaneda de Cirurgia Plastica de forma estéril. Apds a coleta, a amostra
de gordura foi encaminhada para o laboratério de células-tronco no departamento de genética
e morfologia — UnB — IB, onde foram incubadas com a enzima colagenase tipo 1V (Science
Pro) na concentracédo de 0,5 mg/mL em estufa a 37°C. Depois de 3h, a colagenase foi inativada
com Soro fetal bovino e centrifugada por 10 minutos, sob forca centrifuga relativa de 500 g.
Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi ressuspendido em
meio de cultura (DMEM-LG (Low-Glucose Dulbeccos Modifiedagles Medium — GIBCO),
10% de SFB (soro fetal bovino), antibidtico streptomicina (5 uL/mL) e L-glutamina (10 uL/mL)
a 5%) e plagueado em 8 garrafas de cultura, que foram mantidas em estufas a 5% CO2 e 37°C.
Quando atingiram a confluéncia de 90% as CTMs de lipoaspirado foram congeladas em uma
solucdo de 5% de DMSO (Dimethyl sulfoxide) e estocadas no nitrogénio liquido do
Departamento de Genética e Morfologia da UnB — Brasilia.

Os experimentos foram feitos sempre utilizando adCTMs na terceira passagem e na

confluéncia de 80%.

3.4 Animais

Camundongos C57BL/6 machos e fémeas, com oito semanas de idade, foram mantidos
no biotério do Departamento de Genética e Morfologia (GEM-IB- UnB) com temperatura
controlada (aproximadamente 23°C), ciclo claro/escuro de 12 em 12 horas e os animais

receberam &gua e racdo ad libitum. Todos os protocolos experimentais com os animais foram
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aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal da Universidade de Brasilia (CEUA-UnB)
(certificado 99769/2012).

Foram utilizados camundongos (machos e fémeas) com idade de 3-6 meses.

3.5 Simulacéo do comportamento do fluido de nanoparticulas (y-Fe20z)-citrato em

diferentes campos magnéticos

Para estabelecer a melhor distribui¢do possivel do fluido de nanoparticulas (y-Fe20z)-
citrato, foram testados varios arranjos entre imas e esferas de tungsténio.

Para isso, foi fotografada a distribuicdo do fluido ao decorrer do tempo quando
submetido a diferentes campos magnéticos, com 1, 2, e 4 imas cilindricos de neodimio, com
1,2 cm de diametro e 0,4 cm de espessura, e posteriormente com 1 imad cilindrico de neodimio,
com 1,2 cm de didametro e 0,4 cm de espessura e de 1 a 5 esferas perfeitas feitas de pé de
carboneto de tungsténio com 1,6 mm de didmetro.

Em uma placa de Petri de 55 cm de diametro foi colocado 2 mL do fluido de
nanoparticulas (y-Fe>Oz)-citrato, que foi apoiada sobre uma base de acrilico com 1, 2 ou 4 imas
cilindrico de neodimio, com 1,2 cm de diametro e 0,4 cm de espessura, conforme mostra a

Figura 2. A distribuicédo do fluido foi fotografada apos a estabilizagéo.
“C

Figura 2. A) arranjo de um Unico imd cilindrico de neodimio, com 1,2 cm de diametro e 0,4
cm de espessura, B) arranjo com dois imas cilindricos de neodimio, com 1,2 cm de didmetro e
0,4 cm de espessura, C) arranjo com quatro imas cilindricos de neodimio, com 1,2 cm de
diametro e 0,4 cm de espessura.
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Para os arranjos de imds e esferas de tungsténio, a placa de Petri de 5,5 cm de didmetro
contendo 2 mL do fluido de nanoparticulas (y-Fe2Oz)-citrato foi colocada sobre o suporte de
acrilico onde no centro continha um imé cilindrico de neodimio, com 1,2 cm de diametro e 0,4
cm de espessura, € 0, 1, 2, 3, 4, ou 5 esferas de tungsténio ao redor desse ima. Foi fotografada
a distribuicdo do fluido apds este se estabilizar. O arranjo ima e esferas de tungsténio esta

representado na Figura 3.

E ‘ ‘ F
9

Figura 3. Arranjos imas/esferas de tungsténio. A) somente o im&; B) arranjo de um im& com
uma Unica esfera de tungsténio ao redor; C) arranjo de um ima rodeado por duas esferas de
tungsténio; D) arranjo de um ima rodeado por trés esferas de tungsténio; E) arranjo de um ima
rodeado por quatro esferas de tungsténio; e F) arranjo de um imé rodeado por cinco esferas de
tungsténio.

3.6 Marcacao das CTMs com nanoparticulas (y-Fe203)-citrato

As adCTMs foram marcadas com nanoparticulas (y-Fe20s)-citrato na
concentracdo de 0,08 mg/ml. Para isso, as nanoparticulas (y-Fe2Oz)-citrato foram adicionadas
junto ao meio de cultura DMEM-LG (Low-Glucose Dulbeccos Modifiedagles Medium —
GIBCO), 10% de SFB (soro fetal bovino), antibiotico streptomicina (5uL/mL) e L-glutamina
(10uL/mL). As celulas ficaram em contato com o meio de cultivo adicionado de nanoparticulas
de maghemita por 24h. Apds as 24h, as placas de cultura foram lavadas 3 vezes com PBS estéril

e receberam nova adigdo de meio de cultivo ou entdo foram dissociadas para eventual uso.
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3.7 Mobiliza¢do magnética de adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe20z3)-

citrato

Em uma garrafa de cultivo de 75 cm?, foi fixado na extremidade direita um ima
cilindrico de neodimio, com 1,2 cm de didametro e 0,4 cm de espessura, e na extremidade
esquerda foi fixado um ima de mesmas propriedades rodeado por 5 esferas de tungsténio
(Figura 3F). As adCTMs foram marcadas com nanoparticulas (y-Fe2Os)-citrato na concentracdo
de 0,08 mg/mL 24 horas antes do procedimento e plagueadas na garrafa com o imé e o arranjo
imé/5esferas de tungsténio e incubadas em estufa a 37° durantes 12 horas. Apos esse tempo, a

migracédo das adCTMs em diregédo as extremidades com os imés foi analisada.

3.8 Indugéo da leséo pulmonar

O modelo animal de fibrose pulmonar foi induzido por sulfato de bleomicina (0,15 mg)
(Meizler) em soro fisioldgico estéril, numa dose de 6 Ul/kg, com administracéo intratraqueal
em camundongos machos e fémeas da cepa C57BI/6 sob efeito de uma solucdo anestésica
composta por ketamina 50 mg/kg e xilazina 5 mg/kg. Para tal foram utilizados cateteres
intravenosos (INJEX), de calibre 0,7 por 19 mm, que atuaram como pequenas sondas
intratraqueais, inseridas a partir da boca dos animais, passando pela laringe e atingindo a
traqueia.

Cada animal recebeu 30 uL da solucdo contendo sulfato de bleomicina e soro fisiologico

estéril, com excecdo do grupo controle que recebeu 30 uL apenas de soro fisioldgico estéril.

3.9 Administracdo das adCTMs nos animais

Um dia ap6s a inducdo da lesdo pulmonar com a bleomicina, os grupos de camundongos

receberam a infusdo de adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe20s)-citrato através da via
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intranasal, com excecdo do grupo controle saudavel, que recebeu apenas PBS. Para a infusdo,
as células foram ressuspendidas em 40 uL de PBS com a concentracio de 1x10° células.

Algumas horas antes da infusdo, as adCTMs marcadas com as nanoparticulas (y-Fe20s3)-
citrato foram dissociadas das placas de cultura, lavadas 3 vezes com PBS estéril e
ressuspendidas em PBS estéril para a obtencao de uma suspensao.

No experimento tiveram 7 grupos de animais, com n=3, conforme mostra a Tabela 2. O
grupo 1 foi o grupo controle saudavel, no qual os animais receberam soro fisioldgico estéril no
dia 1 e infusdo de PBS no dia 2. Os animais do grupo 2 foram o controle de adCTM, e receberam
a administracdo apenas das CTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe2Oz)-citrato no dia 2. No
grupo 3, os animais foram o controle de fibrose, no qual os animais receberam administracao
apenas do sulfato de bleomicina no dia 1. No grupo 4 (CTM), os animais receberam a
administracdo de bleomicina no dia 1 e adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe2O3)-citrato
no dia 2. No grupo 5 (CTM + im4), os animais receberam a administragio de bleomicina no dia
1 e adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe>Os)-citrato no dia 2 e tiveram um ima
cilindrico de neodimio, com 1,2 cm de didametro e 0,4 cm de espessura, colado ao seu peito,
sobre a regido pulmonar. No grupo 6 (CTM + Tungsténio), os animais receberam a
administracdo de bleomicina no dia 1 e adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe2O3)-citrato
no dia 2 e tiveram 5 esferas de tungsténio coladas na regido peitoral, sobre a regido pulmonar.
No grupo 7 (CTM + Im&/Tung), os animais receberam a administracéo de bleomicina no dia 1
e adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe2Os)-citrato no dia 2 e tiveram um imé cilindrico
de neodimio, com 1,2 cm de diametro e 0,4 cm de espessura rodeado por 5 esferas de tungsténio

colado na regido peitoral.

Tabela 2. Tabela dos grupos de animais utilizados no experimento.

1 2 3 4 5 6 7
Grupo Controle Controle Controle CTM CTM + CTM + CTM +
saudavel CTM fibrose Iméa Tungsténio  Imé/Tung

Soro +
Fisiologico
Bleomicina + + + + +
CTMs com + + + + +
ferro
ima + +
Tungsténio + +
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3.10 Aplicacéo do imé e do tungsténio na regido pulmonar

Para gerar um campo magnético e induzir a mobilizacdo magnética das adCTMs
marcadas com nanoparticulas (y-Fe2Os)-citrato, os animais dos grupos 5 (Im&) ,6 (tungsténio)
e 7(Im&/Tung) tiveram respectivamente:

Grupo 5) um ima externo de neodimio, com 1,2 cm de diametro e 0,4 cm de espessura,
apoiado sobre a regido pulmonar com uma fita adesiva.

Grupo 6) cinco esferas de tungsténio, formando um arranjo pentagono regular coladas
na regido peitoral com uma fita adesiva.

Grupo 7) um ima externo de neodimio, com 1,2 cm de diametro e 0,4 cm de espessura,
rodeado por 5 esferas de tungsténio apoiado sobre a regido pulmonar com uma fita adesiva.

Os animais ficaram imobilizados com os imas e/ou esferas de tungsténio por 1h, tempo

equivalente ao efeito da anestesia.

3.11 Analise histolégica

Foram feitas analises histologicas dos pulmdes, baco e figado dos animais tratados. Os
grupos de animais foram sacrificados 7 dias apés a infusdo de adCTMs.

3.11.1 Coleta e Fixagao

Ap0s a eutanasia dos animais, os o0rgaos foram cuidadosamente coletados com material
cirtrgico apropriado. Estes foram rapidamente levados a uma solugdo fixadora constituida por
paraformaldeido a 4% em tampdo fosfato (0,1 M) e ali mantidos durante 03-04 horas a

temperatura ambiente.
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3.11.2 Desidratacdo, incluséo e corte

Os pulmdes murinos foram desidratados, a temperatura ambiente, com etanol em uma
série de concentragdes crescentes, a 70, 80 e 90%, durante 1 hora cada, e 3 vezes de 1 hora a
100%. Em seguida foram colocados em uma solugdo 1:1 de alcool e xilol por 1 hora, seguido
por 3 banhos em xilol puro de 45 minutos cada. Para a incluséo, o material foi submetido a 3
banhos de parafina a 60°C. Por altimo, os 6rgdos foram montados em blocos de parafina e
moldados por formas de incluséo.

Apobs a solidificacdo dos blocos, foi utilizado um micrétomo Leica RM2125 para
obtencdo de cortes de 5 um de espessura. Cada 6rgao foi cortado em sua totalidade, em cortes
semi-seriados. Neste procedimento, para cada corte aproveitado, outros dez em sequéncia
foram desprezados, totalizando um intervalo de aproximadamente 50 um entre 0s cortes
aproveitados. Cada corte foi montado em Iaminas de vidro, as quais foram mantidas em estufa

a 37°C, para melhor aderéncia dos cortes nas laminas.

3.11.3 Coloracéo

As laminas com os cortes foram submetidas a um processo de hidratacdo, com banhos
em 3 solugdes de xilol (1 minuto cada), 3 solucdes de alcool 100% (1 minuto cada), alcool 90%,
80% e 70% (1 minuto cada).

Para a coloragdo por hematoxilina e eosina (H&E), as ldaminas foram colocadas em
hematoxilina durante 1 minuto e dez segundos e posteriormente em eosina durante dois minutos
(ap6s breve banho em agua corrente).

Para a colorag&o pelo método de Perls (a fim de detectar ferro), as Iaminas foram lavadas
em &gua destilada por 1 minuto, depois coradas em uma solugéo de ferrocianeto de potéssio a
10% por 5 minutos; coradas numa solucdo 1:1 de ferrocianeto de potassio a 10% e &cido
cloridrico a 10% durante 10 minutos, seguido por duas lavagens em agua destilada;
contracoradas na solucdo vermelho neutro por 15 minutos; lavadas com agua corrente por 3

minutos.
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3.11.4 Montagem

Depois da coloracdo, o material foi desidratado em uma concentragcdo crescente de
alcool 70%, 80%, 90%, 100% (3 vezes) e xilol puro (3 vezes). Apos o ultimo banho de xilol,
as laminas foram recobertas com laminulas utilizando-se verniz incolor, e colocadas para secar
a temperatura ambiente por 24 horas. As laminas foram analisadas e fotografadas no

microscopio EVOS Cell Imaging System.

3.12 Analises Estatisticas

Os resultados foram apresentados como média +- DP (desvio padrdo) e estatisticamente

avaliados por teste t Student. Sera considerado significante P < 0,05.

4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacao das nanoparticulas (y-Fe20z)-citrato

As nanoparticulas (y-Fe203)-citrato foram caracterizadas quanto ao seu tamanho medio,

formato, diametro hidrodinamico, indice de polidispersdo e quanto ao potencial zeta.
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4.1.1 Tamanho e Formato

As imagens da Figura 4 foram obtidas por MET e conforme mostra esta figura as
nanoparticulas de maghemita funcionalizadas com citrato se apresentam homogéneas, com

forma esféricas e diametro médio de 9 nm.

Figura 4. Fotomicrografia eletronica de transmissdo mostrando nanoparticulas (y-Fe203)-
citrato.

4.1.2 Diametro Hidrodinamica e indice de Polidispersao (PDI)

O diametro médio das nanoparticulas (y-Fe203)-citrato foi medido pelo método de
espalhamento dinamico de luz (DLS- Dynamic Light Scattering). A analise por DLS das
nanoparticulas (y-Fe203)-citrato, representado na Figura 5, avaliou o tamanho das particulas
em dispersdo aquosa. O diametro hidrodinamico (DH) das nanoparticulas (y-Fe203)-citrato
apresentou bons resultados para as distribui¢6es por volume (Figura 5A), didmetro (Figura 5B)
e por numero (Figura 5C). O valor de Z-average — medida que leva em consideragdo também
as distribuicdes de volume e intensidade — foi de 113,6 nm.

O indice de polidispersao (PDI) é um parametro calculado pela analise da funcédo de
autocorrecdo das medidas de espalhamento dindmico de luz. O PDI das amostras nanoparticulas
(y-Fe203)-citrato é de 0,148.
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Figura 5. Gréficos da distribuicdo de tamanho por: A) volume; B) intensidade e C) nimero das
nanoparticulas (y-Fe2Oz)-citrato em meio aquoso.
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4.1.3 Potencial Zeta

Na Figura 6, esta representado o potencial Zeta das nanoparticulas (y-Fe2Oz)-citrato.
Conforme dados obtidos da Figura 6, o potencial zeta da nanoparticula é de -51,5 mV,

0 que demonstra que a superficie dessas particulas estd carregada negativamente em

meio aquoso.

Distribuigdo do Potencial Zeta

30[”:”:”] ...................... . ...................... . ...................... . ......................

20[”:”:”] ...................... . ....................... I ....................... . ....................... I

Contagem Total

10[”:”:”] ...................... , ..................... , ...................... _, ......................

=100 1] 100 200

Potencial Zeta Aparente (mV)

Figura 6. Gréafico do potencial zeta da nanoparticulas (y-Fe2Oz)-citrato.

4.1.4 Estudo do comportamento do fluido de nanoparticulas (y-Fe203)-citrato em

presenca do ima e das esferas de tungsténio

Fluidos de nanoparticulas magnéticas se distribuem de maneira diferente se submetidos a
geometrias de campos magnéticos diferentes. Devido a isso, varios arranjos foram testados a
fim de garantir a melhor distribuicdo do fluido magnético de nanoparticulas para o tratamento
da fibrose pulmonar com adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe-Oz)-citrato. O arranjo
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ideal deve fazer com que o fluido cubra uma area equivalente ao pulmao do animal, garantido
assim que mais células cheguem e se distribuam neste érgéo.

Na Figura 7, observamos a distribuicdo do fluido de nanoparticulas (y-Fe2Os)-citrato
quando submetido a um campo magnético de um ou mais imas cilindricos de neodimio, com
1,2 cm de diametro e 0,4 cm de espessura. Na Figura 7, a letra A representa a distribuicdo do
fluido na presenca de um Unico imd, a B mostra a distribuicdo do fluido na presenca de um

arranjo de dois imds, e a C na presenca de 4 imas.

\
\

S N7

Figura 7. Distribuicdo do fluido magnético de nanoparticulas (y-Fe2Os)-citrato submetidas a
um campo magnético A) de um Unico ima cilindrico de neodimio, com 1,2 cm de diametro e
0,4 cm de espessura, B) com dois imés e C) com quatro imas. O asterisco se refere a posicao
dos imés.

Devido ao tamanho e anatomia dos camundongos que receberam a terapia, foi escolhido
0 arranjo com apenas um ima. Na presenca de um Unico ima (Figura 7 A), a distribuicdo do
fluido magnético de nanoparticulas (y-Fe>Os)-citrato teve um didmetro de aproximadamente
1,2 cm, tamanho similar a area pulmonar de um camundongo. No arranjo com dois e quatro
imés (Figura 7 B e C), a area de distribuicao do fluido corresponde a uma area muito maior do
que a area de regido peitoral dos camundongos usados para 0s ensaios in vivo, por este motivo
tais arranjos ndo foram utilizados.

Na Figura 8, temos os arranjos com um unico ima e diferentes quantidades de esferas
de tungsténio. As esferas de tungsténio além de serem ferromagnéticas, ou seja, também
funcionarem como imas, exercem uma forca ndo nula sobre o ima, aumentando a area de
distribuicdo do fluido para o arranjo imé/esferas de tungsténio.
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Figura 8. Distribuicdo do fluido de nanoparticulas (y-Fe2O3)-citrato na presenca: A) do ima
cilindrico de neodimio, com 1,2 cm de didametro e 0,4 cm de espessura, B) do ima e uma esfera
de tungsténio, C) do imé e duas esferas de tungsténio D) do ima e trés esferas de tungsténio E)
do imd e quatro esferas de tungsténio e F) do imd e cinco esferas de tungsténio.

E possivel observar nas figuras acima que, quando o fluido de nanoparticulas (y-Fe203)-
citrato é colocado na presenca do im4, ele se concentra inteiramente na regido equivalente a do
imd, porém, quando esse mesmo fluido esta na presenca do ima e de esferas de tungsténio, o
fluido se espalha, abrangendo uma regido com maior didmetro e uma distribuicdo mais
homogénea. Conforme mostrado na Figura 8, quando o fluido é submetido ao campo magnético
s6 do ima (A) ele se distribui numa regido de aproximadamente 1,2 cm de diametro, equivalente
ao diametro do im&, porém na presenca de apenas uma esfera de tungsténio (B) esse diametro
de distribuicdo ja é maior, sendo aproximadamente de 1,5 cm. Quando arranjado com 2 esferas
de tungsténio (C), o didmetro da distribuicdo do fluido é de aproximadamente 1,6 cm; com 3
esferas (D) aproximadamente 2,2 cm; com 4 esferas (E) aproximadamente 2,5 cm e por fim;
com um arranjo contendo 5 esferas de tungsténio ao redor do ima a distribuicdo do fluido foi
de aproximadamente 3 cm de didmetro, se mostrando mais uniforme por todo o espago em que

se distribuiu.

A Figura 9 mostra a comparacdo dos diametros de distribuicdo do fluido de
nanoparticulas (y-Fe2Oz)-citrato na presenga de um imd com O, 1, 2, 3, 4 e 5 esferas de
tungsténio. O circulo central representa o diametro de distribuicdo do fluido de nanoparticulas

(y-Fe203)-citrato somente na presenca do imé, e os seguintes circulos representam a distribuicéo
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do fluido de nanoparticulas (y-Fe-O3)-citrato na presenca do imd e 1, 2, 3, 4 e 5 esferas de
tungsténio, conforme mostra a legenda. Os diametros da distribuicéo do fluido com 1 e 2 esferas
de tungsténio sdo muito similares, sem uma diferenca significativa entre os dois. Entretanto, o
didmetro de distribuicdo do fluido de nanoparticulas (y-Fe2O3)-citrato foi significativamente
maior quando submetido a um campo magnético de um ima cilindricos de neodimio, com 1,2

cm de diametro e 0,4 cm de espessura, rodeado por 5 esferas de tungsténio.

‘ Somente im3
im3 e 1 esfera

im3 e 3 esferas

im3 e 4 esferas
im3 e S esferas

1,2cm

Figura 9. Didmetros comparativo de distribuicdo dos fluidos de nanoparticulas (y-Fe20s)-
citrato na presenca de um ima com 0, 1, 2, 3, 4 ou 5 esferas de tungsténio ao seu redor.

Vérios arranjos com as esferas de tungsténio foram testados, porém o fluido de
nanoparticulas (y-Fe2Oz3)-citrato se mostrou com maior didmetro e mais uniforme quando

submetido ao campo magnético do imé junto com 5 esferas de tungsténio, visto isso, 0 arranjo

imé/5esferas de tungsténio foi escolhido para os experimentos in vivo (Figura 10).

9 <

Figura 10. Arranjo de imd com 5 esferas de tungsténio escolhido para os experimentos com
CTMs.
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4.2 Estudos In vitro com adCTMs

4.2.1 Estudo in vitro da migracédo de adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-

Fe20s3)-citrato na concentracgéo de 0,08mg/ml

Para demonstrar a habilidade de controlar a mobilidade celular por forgcas magnéticas,
as adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe20s)-citrato foram plaqueadas em uma garrafa
de cultura celular de 75cm? e submetidas a diferentes campos magnéticos externos.

Na Figura 11 é possivel visualizar a migragdo das adCTMs marcadas com
nanoparticulas (y-Fe>Os)-citrato na concentracao de 0,08 mg/mL quando submetidas a campos
magnéticos externos. Do lado A, havia um ima cilindrico de neodimio, com 1,2 cm de diametro
e 0,4 cm de espessura, ja no lado B havia outro ima de igual propriedade, porém, com 5 esferas
de tungsténio ao seu redor.

E possivel perceber na Figura 11 que ocorre uma migragio das adCTMs marcadas com
nanoparticulas (y-Fe203)-citrato para a regido de borda dos dois imés, porém a quantidade de
células que migra para o lado B é significativamente maior, mostrando que as esferas de
tungsténio ao redor do ima produzem um maior gradiente de densidade do fluxo magnético,
aumentando assim a atracdo de adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe2Os)-citrato e
induzindo uma maior migracdo dessas células para o lado que possuia as esferas. Além de
migrarem mais células para o lado com o arranjo iméd/5esferas de tungsténio, a area de

distribuicdo dessas células é maior.
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Figura 11. Migracdo das adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe.Oz)-citrato na
concentracdo de 0,08 mg/mL quando submetidas a um campo magnetico externo de A) um imé
cilindrico de neodimio, com 1,2 cm de didametro e 0,4 cm de espessura, B) um ima de igual
propriedade rodeado por 5 esferas de tungsténio.

4.3 Estudos In vivo

4.3.1 Estudo in vivo da migracao e retencdo de adCTMs marcadas nanoparticulas

(vy-Fe203)-citrato

Neste experimento, foram usados camundongos machos da cepa C57BI/6 com 6 meses
de vida e n=3 e 7 grupos.

No experimento tiveram 7 grupos de animais, com n=3, conforme mostra a Tabela 2. O
grupo 1 foi o grupo controle saudavel, no qual os animais receberam soro fisiologico estéril no
dia 1 e infusdo de PBS no dia 2. Os animais do grupo 2 foram o controle de adCTM, e receberam
a administracdo apenas das CTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe20O3)-citrato no dia 2. No
grupo 3, os animais foram o controle de fibrose, no qual os animais receberam administracao
apenas do sulfato de bleomicina no dia 1. No grupo 4 (CTM), os animais receberam a
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administragdo de bleomicina no dia 1 e adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe2O3)-citrato
no dia 2. No grupo 5 (CTM + Im4), os animais receberam a administracéo de bleomicina no dia
1 ¢ adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe2Oz)-citrato no dia 2 e tiveram um ima
cilindrico de neodimio, com 1,2 cm de diametro e 0,4 cm de espessura, colado ao seu peito,
sobre a regido pulmonar. No grupo 6 (CTM + Tungsténio), os animais receberam a
administragdo de bleomicina no dia 1 e adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe203)-Citrato
no dia 2 e tiveram 5 esferas de tungsténio coladas na regiao peitoral, sobre a regido pulmonar.
No grupo 7 (CTM + Im&/Tung), os animais receberam a administracio de bleomicina no dia 1
¢ adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe>03)-citrato no dia 2 e tiveram um ima cilindrico
de neodimio, com 1,2 cm de diametro e 0,4 cm de espessura rodeado por 5 esferas de tungsténio

colado na regiéo peitoral.

No dia 1, foi induzida a fibrose pulmonar nos animais através de administracdo de 30uL
de uma solucéo de sulfato de bleomicina na dose de 6 UI/Kg diluidos em soro fisiologico estéril
por instilacdo intratraqueal. O grupo controle saudavel recebeu infusdo apenas de soro
fisiologico estéril. A concentracdo de 6 UI/Kg foi estabelecida devido a estudos ainda néo

publicados feitos por pesquisadores do nosso grupo.

No dia 2 os animais receberam adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe203)-
citrato ressuspendidas em PBS estéril por via intranasal, com excecdo do grupo controle

saudavel, que recebeu apenas PBS.

Sete dias apos a administracdo das adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe203)-
citrato, os animais foram eutanasiados e tiveram os 6rgaos (pulméo, baco e figado) coletados e
submetidos a processamentos histoldgicos. As laminas histoldgicas foram coradas pelo método
de Perls, método que cora ferro de azul, e contracoradas com vermelho neutro, dessa forma foi
possivel contar os eventos azuis-acobreados encontrados nos pulmdes dos camundongos. As
laminas histologicas foram feitas em triplicata e cada grupo teve 3 laminas analisada e contadas,

sendo o resultado do gréfico uma média de eventos azuis-acobreados encontrados por grupo.

Analisando a Figura 12 é possivel observar que o0 nimero de ‘eventos azuis-acobreados’

é significativamente maior no grupo 7, grupo que recebeu o ima e as esferas de tungsténio sobre
0s pulmdes. Este resultado é bastante promissor pois revela que o grupo que foi submetido ao
ima e tungsténio conseguiu reter mais adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe2O3)-citrato
no pulmao, corroborando com a ideia de que esferas de tungsténio quando colocadas na regido
peitoral de camundongos intensificam a atragdo de adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-
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Fe»0z)-citrato por um imé, induzindo, assim, uma maior migracdo dessas células para o local
da injuria.

A Figura 13 representa a analise histologica dos pulmdes de camundongos de diferentes
grupos, corados pela técnica de Perls e contracorados com vermelho neutro sendo A) o grupo
Controle Saudével, B) o grupo Controle Fibrose, C) o grupo CTM, D) o grupo CTM + IMA,
E) o grupo CTM + TUNGSTENIO e F) o grupo CTM + IMA/TUNG.

Os animais tiveram o0 peso monitorado diariamente desde antes dos procedimentos até
o dia da eutanasia (dias 7), os dados se encontram na Tabela 3 e Figuras 14,15 e 16.

Conforme mostra a Tabela 3, entre o dia 3 e 7 houve morte de animais nos grupos
controle fibrose, CTM + IMA e CTM + Tungsténio. E importante ressaltar que o animal do
grupo CTM + Tungsténio foi encontrado com machucados pelo corpo, indicando sinais de
briga, devido a este ocorrido a morte deste ndo sera considerada como morte devido ao
tratamento com bleomicina e adCTMs, pois ndo é possivel afirmar que o que o levou a morrer
foram complicacdes pulmonares.

A Figura 14 representa a variacdo do peso médio dos grupos de animais no decorrer de
7 dias, ja as Figuras 15 e 16 representam respectivamente a variacdo do peso de cada animal
nos grupos controles e nos grupos tratados no decorrer de 7 dias.

Conforme mostram as Figuras 14,15 e 16, todos os animais que tiveram fibrose
pulmonar induzida por bleomicina numa dose de 6 Ul/kg tiveram perda significativa de peso,

ndo tendo correlacdo entre a quantidade de adCTMs encontradas nos pulmdes e a perda de peso.

Também foi possivel constatar que os animais que s6 tiveram a fibrose induzida sem a
administracdo de adCTMs apresentaram uma mortalidade maior que os demais grupos, tendo
dois animais mortos, um no 4° dia ap6s a inducéo da fibrose e o outro no 5° dia. Isso corrobora
com os estudos que mostram que as adCTMs ajudam na melhora dos processos inflamatorios

do pulmao lesionado.

Visto esses resultados, sentimos a necessidade de fazer um estudo de sobrevida dos

animais, monitorando seus pesos e taxa de morte por 30 dias.
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Figura 12. Quantidade da média de eventos azuis-acobreados contados nas laminas
histoldgicas de pulmdes de camundongos submetidos ao tratamento com bleomicina e adCTMs
marcadas com nanoparticulas (y-Fe20s)-citrato, de acordo com os grupos trabalhados.

Figura 13. Analise histologica de pulmdes murinos, corados pela técnica de Perls e contracorados
com vermelho neutro. Os animais receberam administracéo intratraqueal de bleomicina (6 UI/Kg)
e, 24 horas depois, foram tratados intranasalmente com 1x10° adCTMs marcadas com
nanoparticulas (y-Fe.0z)-citrato, em que A) é o grupo Controle Saudavel, B) o grupo controle
Fibrose, C) o grupo CTM, D) o grupo CTM + IMA, E) o grupo CTM + TUNGSTENIO e F) o
grupo CTM + IMA/TUNG. Algumas das células presentes no tecido pulmonar estfo evidenciadas
em azul-acobreado (setas brancas). Barra: 50 pm
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Tabela 3. Monitoramento dos pesos dos camundongos durante o tratamento com bleomicina e
adCTMs marcadas nanoparticulas (y-Fe2Os)-citrato, de acordo com os grupos trabalhados. No
dia 1, administrou-se 30 pl do farmaco diluido a 6 UI/Kg, ou de solugéo fisioldgica estéril
(grupo controle saudavel), por instilagio intratraqueal. No dia 2, inoculou-se 1x10° adCTMs
por instilacdo intranasal marcadas com nanoparticulas (y-Fe2O3)-citrato nos animais dos grupos
tratados. O peso dos animais também foi mensurado no dia seguinte (dia 3) a administracdo das

células e antes destes serem eutanasiados (dia 7).

Medidas de peso (g)

Grupo experimental Animal Dial | Dia2 | Dia3 | Dia7
A 35,6 35,1 35,0 36,0
Controle saudavel: animais ndo tratados com B 300 | 31,2 | 314 | 31,0
bleomicina que ndo desenvolveram fibrose C 29,1 | 28,9 | 29,3 | 30,01
pulmonar. Média 31,5 31,8 | 319 31,9
Desvio Padrdo 3,5 3,1 2,9 3,2
. A 36,0 35,5 35,3 36,0
Contrqlg CTMs:~an|ma|s nao tratadqs com B 339 | 328 | 332 | 340
bleomicina que ndo desenvolveram fibrose c 340 | 343 | 332 | 335
Imonar, mas receberam infusdo de CTMs. : ’ s :
Pu ! Média 346 | 342 | 339 | 345
Desvio Padrao 1,2 1,4 1,2 1,3
A 37,3 | 351 | 33,3 *
Controle fibrose: animais tratados com bleomicina B 383 | 359 | 338 -
e que desen.volveram fibrose pulmonar. ¢ 37,8 | 368 | 361 | 334
Média 37,8 | 359 | 344 | 334
Desvio Padrdo 0,5 0,9 1,5 -
. . A 37,0 34,2 33,3 30,2
CTM: animais que desenvolveram flbrose~ B 382 | 355 | 345 | 278
pulmonar e foram tratados com CTMSs, mas ndo c 337 | 315 | 322 | 320
tiveram inducio da mobilizagdo magnética por um = ’ ' ’ ’
g Média 36,3 33,7 33,3 30,0
ima externo : =
Desvio Padrdo 2,3 2,0 1,2 2,1
A 34,2 32,2 32,3 27,3
CTM + ima: animais que desenvolveram fibrose B 366 | 342 | 323 *
pulmonar e foram tratados com CTMs sob efeito de C 355 | 346 | 330 | 27,9
um campo magnético externo formado por um ima. Média 355 | 33,7 | 325 27,6
Desvio Padrao 1,2 1,3 0,4 0,4
. . A 34,5 31,9 30,2 *
QTM + tungsténio: animais que desenvolveram B 351 | 328 | 3.6 | 242
fibrose pulmonar e foram tratados com CTMs sob
efeito de um campo magnético externo formado por C - ST S5 | 342 | 27,2
5 esferas tungsténio Medla = 358 | 333 | 320 | 257
Desvio Padrdo 1,7 1,7 2,0 2,1
CTM + im&/tungsténio: animais que A 330 | 306 | 299 | 301
desenvolveram fibrose pulmonar e foram tratados B 333 | 308 | 29,2 | 28,8
com CTMs sob efeito de um campo magnético C 39,2 | 353 | 350 | 28,6
externo formado por um imé e 5 esferas de Média 352 | 32,2 | 31,7 29,1
tungsténio. Desvio Padrdo 35 | 27 | 31 | 08

* animais que morreram. *este animal apresentou sinais de briga.
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Figura 14. Variacdo do peso nos grupos de camundongos durante o tratamento com bleomicina
e adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe20s)-citrato, de acordo com 0s grupos
trabalhados. No dia 1, administrou-se 30 ul do farmaco diluido a 6 Ul/Kg, ou de solucdo
fisiologica estéril (grupo controle saudavel), por instilagéo intratraqueal. No dia 2, inoculou-se
1x108 adCTMs por instilagdo intranasal marcadas com nanoparticulas (y-Fe2Os)-citrato nos
animais dos grupos tratados. O peso dos animais também foi mensurado no dia seguinte (dia 3)
a administracdo das células e antes destes serem eutanasiados (dia 7).
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Figura 15. Monitoramento do peso dos animais dos grupos controles por 7 dias durante o
tratamento com bleomicina e adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe2Os)-citrato nos
grupos: A) controle saudavel, B) controle CTM e C) controle fibrose. No grupo controle da
fibrose, tiveram duas mortes entre o dia 3e 7 (C).
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Figura 16. Monitoramento do peso dos animais dos grupos tratados por 7 dias durante o
tratamento com bleomicina e adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe>Os)-citrato nos
grupos: A) CTM, B) CTM + IMA, C) CTM + IMA/TUNG e D) CTM + TUNGSTENIO. O
grupo CTM + IMA (B) e CTM + TUNGSTENIO (D) apresentaram uma morte entre os dias 3
e’.

4.3.2 Estudo de sobrevida dos animais com fibrose pulmonar induzida por
bleomicina tratados com adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe20z3)-

citrato

Neste experimento, foram usados camundongos fémeas da cepa C57BI/6 com 3 meses
e n=3 separados em 7 grupos.

No experimento tiveram 7 grupos de animais, com n=3, conforme mostra a Tabela 2. O
grupo 1 foi o grupo controle saudavel, no qual os animais receberam soro fisiol6gico estéril no
dia 1 e infusdo de PBS no dia 2. Os animais do grupo 2 foram o controle de adCTM, e receberam

a administracdo apenas das CTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe2Oz)-citrato no dia 2. No
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grupo 3, os animais foram o controle de fibrose, no qual os animais receberam administracio
apenas do sulfato de bleomicina no dia 1. No grupo 4 (CTM), os animais receberam a
administragdo de bleomicina no dia 1 ¢ adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe2O3)-Citrato
no dia 2. No grupo 5 (CTM + im4), os animais receberam a administragio de bleomicina no dia
1 ¢ adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe2Oz)-citrato no dia 2 e tiveram um imd
cilindrico de neodimio, com 1,2 cm de didametro e 0,4 cm de espessura, colado ao seu peito,
sobre a regido pulmonar. No grupo 6 (CTM + Tungsténio), os animais receberam a
administragdo de bleomicina no dia 1 ¢ adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe2O3)-Citrato
no dia 2 e tiveram 5 esferas de tungsténio coladas na regido peitoral, sobre a regido pulmonar.
No grupo 7 (CTM + Im&/Tung), os animais receberam a administracio de bleomicina no dia 1
¢ adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe2Os)-citrato no dia 2 e tiveram um imé cilindrico
de neodimio, com 1,2 cm de didmetro e 0,4 cm de espessura rodeado por 5 esferas de tungsténio

colado na regido peitoral.

No dia 1, foi induzida a fibrose pulmonar nos animais atraves de administracdo de 30uL
de uma solucdo de sulfato de bleomicina na dose de 6 UI/Kg diluidos em soro fisioldgico esteéril
por instilacdo intratraqueal. O grupo controle saudavel recebeu infusdo apenas de soro
fisioldgico estéril.

No dia 2 os animais receberam adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe203)-
citrato em PBS estéril por via intranasal.

O peso dos animais foi monitorado do dia 1 ao dia 30, observando a taxa de morte.

Conforme observado na Tabela 4 e nas Figuras 17,18 e 19, todos 0s animais que tiveram
fibrose induzida por bleomicina apresentaram uma significante perda de peso entre os dias 2 e
5. A partir do dia 6 0s animais comegaram a recuperar 0 peso, com excec¢do do grupo controle
fibrose e do grupo CTMs + Im4, que recebeu adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe203)-
citrato sob efeito de um campo magnético externo formado por um ima cilindrico de neodimio,
com 1,2 cm de diametro e 0,4 cm de espessura.

Esses dois grupos, controle fibrose e CTMs + Ima, foram os (nicos grupos que
apresentaram mortes ap6s a administracdo de adCTMs ao longo dos 30 dias monitorados,
podendo mostrar uma relagdo entre a perda de peso e a taxa de morte.

O grupo controle fibrose teve um animal encontrado morto no 12° dia ap6s a inducéo
da fibrose por bleomicina, ja o grupo CTMs + imés s6 foi apresentar animais mortos no 19° e

28° dia apos a inducédo da bleomicina.
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Tabela 4. Monitoramento dos pesos dos camundongos durante o tratamento com bleomicina e
adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe20s)-citrato, de acordo com os grupos trabalhados.
No dia 1, administrou-se 30 pl do farmaco diluido a 6 UI/Kg, ou de solucéo fisioldgica esteril
(grupo controle saudavel), por instilagdo intratraqueal. No dia 2, inoculou-se 1x10° adCTMs
por instilacdo intranasal marcadas com nanoparticulas de maghemita funcionalizadas com
citrato nos animais dos grupos tratados. O peso dos animais também foi mensurado nos

proximos 28 dias.

Medidas de peso (g) \

Grupo experimental Animal Dia 1 Dia 2 Dia 5 Dial0 | Dia20 | Dia 30
A 21,4 21,3 23,2 21,5 22,4 21,9
Controle saudavel: animais nio B 21,6 21,5 21,3 21,8 21,9 22,3
tratados com bleomicina que ndo C 26,1 25,3 24,4 23,5 24,9 25,9
desenvolveram fibrose pulmonar. Média 23,0 22,7 22.9 21,6 23,0 233
Desvio Padrdo 2,6 2,2 15 0,1 1,6 2,2
Controle CTMs: animais ndo A 19,9 19,7 20,2 20,0 20,3 211
tratados com bleomicina que ndo B 19,2 18,7 19,2 195 199 19,6
desenvolveram fibrose pulmonar, mas C 23,5 22,2 22,1 21,7 225 22,4
receberam infusdo de CTMs. Média 20,8 20,2 20,5 20,4 20,9 21,0
Desvio Padrao 2,3 1,8 1,4 1,1 1,4 14
A 22,1 20,8 19,9 21,2 20,67 20,2
Controle fibrose: animais tratados B 23,5 20,4 21,5 21,3 21,1 21,2
com bleomicina e que desenvolveram C 22,6 19,6 17,2 14,3 * *
fibrose pulmonar. Média 22,7 20,2 19,5 18,9 20,8 20,7
Desvio Padrédo 0,7 0,6 2,1 4,0 0,3 0,7
CTM: animais que desenvolveram A 20,2 18,8 16,1 17,1 19,2 20,4
fibrose pulmonar e foram tratados B 21,5 20,6 21,2 21,6 22,0 21,8
com CTMs, mas nao tiveram indugéo C 17,5 * * * * *
da mobilizacdo magnética por um ima Média 19,7 19,7 18,6 19,3 20,6 211
et Desvio Padrdo | 2,0 1,2 3,6 3,1 1,9 0,9
CTM + ima: animais que A 22,1 20,8 20,1 18,3 15,6 *
desenvolveram fibrose pulmonar e B 20,2 19,7 17,2 18,9 19,1 20,6
foram tratados com CTMs sob efeito C 21,8 17,7 16,4 16,0 * *
de um campo magnetico externo Média 21,3 19,4 17,9 17,7 17,3 20,6
formado por um imd. Desvio Padrio 1,0 15 1,9 1,5 2,4 =
CTM + tungsténio: animais que A 23,1 20,7 19.7 21,5 22,0 22,8
desenvolveram fibrose pulmonar e B 224 20,5 17,9 20,6 21,8 21,0
foram tratados com CTMs sob efeito c 21,3 18,0 16,3 1711 17,2 18,2
de um campo magnético externo Média 22,2 19,7 17,9 19,7 20,3 20,6
formado por 5 esferas tungsténio Desvio Padrio 0.9 15 17 23 27 23
CTM + imé/tungsténio: animais que A 20,5 18,8 20,7 20,9 21,4 22,4
desenvolveram fibrose pulmonar e B 21,1 17,8 18,8 19,1 19,1 19,4
foram tratados com CTMs sob efeito C 203 176 188 179 189 198
de um campo magnético externo = : : ’ : : ’
formado por um ima e 5 esferas de Medla 20,6 18,0 19.4 19,3 19,8 20,5
tungsténio. Desvio Padrédo 0,4 0,6 1,1 2,0 1,51 1,6

* Representa animais mortos. * Este animal morreu na noite ap6s a inducdo da fibrose, antes

da administracdo de adCTMs.
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Figura 17. Monitoramento do peso nos grupos de camundongos durante o tratamento com
bleomicina e adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe-Oz)-citrato, de acordo com 0s grupos
trabalhados. No dia 1, administrou-se 30 ul do farmaco diluido a 6Ul/Kg, ou de solucéo
fisiologica estéril (grupo controle saudavel), por instilagéo intratraqueal. No dia 2, inoculou-se
1x10% adCTMs por instilagdo intranasal marcadas com nanoparticulas (y-Fe2Os)-citrato nos
animais dos grupos tratados. O peso dos animais também foi mensurado nos proximos 28 dias.
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Figura 18. Monitoramento do peso dos animais dos grupos controles durante o tratamento com
bleomicina e adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe20s)-citrato nos grupos: A) controle

saudavel, B) controle CTM e C) controle fibrose por 30 dias.
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5. DISCUSSAO

5.1 ENSAIOS IN VITRO

5.1.1 Andlise das nanoparticulas de (y-Fe203)-citrato

Para analisar as nanoparticulas de (y-Fe20s)-citrato foram feitas analise de MET,
didmetro hidrodindmico (DH), o indice de polidisperséo (PDI) e o potencial Zeta (Ptz).

As fotomicrografias do MET permitiram estabelecer o diametro médio das
nanoparticulas, que foi de aproximadamente 9 nm, e também que elas se apresentaram
homogéneas e com forma esférica. Devido ao didmetro destas nanoparticulas ser menor do que
10 nm, elas sdo classificadas como VSPIONs (very small superparamagnetic iron oxide
NPs)®D,

Para determinar a estabilidade do colo6ide, foi feito o ensaio de potencial zeta, que
indicou um potencial zeta de -51,5 mV. O valor ideal do potencial zeta deve ser entre |30-60|
mV uma vez que as forgas repulsivas evitam agregacdes entre as particulas em dispersio®79,
O fato do potencial zeta ter se apresentado tdo negativo é devido ao recobrimento das
nanoparticulas com os ions de citrato, proporcionado pelos grupos carboxilas ancorados na
superficie (ion citrato pode possuir até trés cargas negativas provenientes da desprotonacéo de
cada uma de suas trés carboxilas), evitando a agregac¢do das nanoparticulas e consequentemente
aumentando sua estabilidade, fazendo delas boas escolhas para se trabalhar com sistemas
bioldgicos®.

A analise do tamanho de particulas e o indice de polidispersdo (IPD) das solugfes de
nanoparticulas de (y-Fe,Os)-citrato foram obtidos pelo método de Espalhamento Dinamico de
Luz (DLS). Esta técnica baseia-se no fato de que as particulas se movem aleatoriamente sob o
impacto das moléculas do solvente sobre a sua superficie. A frequéncia e a amplitude deste
movimento, denominado browniano, que é 0 movimento aleatdrio das particulas suspensas em
um liquido ou gas, resultante da sua colisdo com atomos ou moléculas no fluido, é dependente
do tamanho da particula e da viscosidade do solvente, ou seja, quanto menor a particula, maior

seré a frequéncia de colisdo do movimento browniano(’®).
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O diametro hidrodinamico (DH) das nanoparticulas (y-Fe203)-citrato em solucéo
aquosa apresentou bons resultados para as distribuicdes por volume, didmetro e por nimero. O
valor de Z-average foi de 113,6 nm.

O indice de polidispersdo (PDI) foi de 0,148, indicando possivelmente um sistema

monodisperso.

5.1.2 Analise do arranjo ima e esferas de tungsténio

Campos magnéticos externos ndo sdo uniformes ao longo de seus eixos tangenciais e
isso pode gerar algumas problematicas na tatica de mobilizacdo magnética de CTMs marcadas
com nanoparticulas magnéticas. Quando submetidas a acdo de um campo magnético de imas
cilindricos por exemplo, as CTMs marcadas formam anéis circulares na borda do ima, isso
acontece porque os imas cilindricos criam um campo magnético de atracdo longe de seu
centro®®). Para tentar resolver essa problematica, foi colocado esferas de tungsténio ao redor de
um ima cilindrico de neodimio, com 1,2 cm de diametro e 0,4 cm de espessura. Essas esferas
além de serem ferromagnéticas, ou seja, também funcionarem como imds, mudam a
distribuicdo das linhas de campo, mudando a simetria do campo magnético e,

consequentemente, mudando a forma de atracdo desse arranjo imé/esferas de tungsténio.

A diferente distribuicdo e homogeneidade do fluido de nanoparticulas (y-Fe2Oz)-citrato
quando submetido a diferentes arranjos de ima e esferas de tungsténio se deve ao fato de que
esses arranjos possuem campos magnéticos com geometrias diferentes. Os resultados obtidos
mostraram que o fluido de nanoparticula (y-Fe20s)-citrato quando submetido a um campo
magnético externo formado por um ima e 5 esferas de tungsténio ao redor (Figura 8D)
apresentou a melhor zona de distribuicdo e homogeneidade para o presente estudo quando
comparado a distribuicdo desse fluido na presenca de campos magnéticos externos de um dnico
imd e um ima com 1, 2, 3 e 4 esferas de tungsténio. Quando submetido a este arranjo, o fluido
apresentou uma distribuicdo com didmetro medio de 3 cm, correspondendo a uma area similar
a regido pulmonar dos camundongos. E importante lembrar que a melhor distribuicdo possivel
do fluido de nanoparticulas magnéticas varia de acordo com os interesses de cada estudo,

podendo variar de trabalho para trabalho.
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5.1.3 Anélise da migracéo de adCTMs marcadas com nanoparticulas de (y-Fe203)-

citrato quando submetidas a um campo magnético externo

O estudo de mobilizagdo magnética de adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-
Fe»0z3)-citrato através de dois diferentes campos magnéticos externos, um formado por um ima
cilindrico de neodimio, com 1,2 cm de diametro e 0,4 cm de espessura, e outro formado por um
im&@ de mesmas propriedades rodeado por 5 esferas de tungsténio, mostrou que as adCTMs
tiveram uma migracdo diferenciada in vitro quando expostas simultaneamente a esses dois
campos magnéticos (Figura 11). Foi possivel perceber que ocorreu migracdo das adCTMs
marcadas com nanoparticulas (y-Fe20s)-citrato para a regido de borda dos dois imas, porém a
quantidade de células que migrou para o lado B é significativamente maior, mostrando que as
esferas de tungsténio ao redor do ima produzem um maior gradiente de densidade do fluxo
magnético, aumentando assim a atracdo de adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe20z3)-
citrato e induzindo uma maior migracao dessas células para o lado que possuia as esferas. Além
de ter migrado mais células para o lado com o arranjo ima/5esferas de tungsténio, a area de
distribuicdo dessas células foi maior neste lado.

Apesar da mobilizacdo magnética de CTMs por campos magnéticos externos estar sendo
feita em muitos estudos pré-clinicos com resultados promissores, € preciso investigar se esse
campo magnético exerce algum efeito sobre as CTMs. Existem poucos estudos sobre a o efeito
do campo magnético a um nivel celular, dessa forma o efeito da forca magnética e tempo de
exposicdo de CTMs marcadas com nanoparticulas magnéticas a um campo magnético externo
formado por imés permanece desconhecido®Y.

Segundo os estudos de Nakamae e Ochi et al. (2010) e Schéfer et al. (2010), forgas
magnéticas externas ndo afetam a proliferacéo celular de CTMs®Y. Porém, segundo Schafer et
al. (2010), CTMs submetidas a campos magnéticos externos apresentam: reducao na habilidade
de formarem col6nias; aumento da expressdao de CD93 (uma glicoproteina envolvida na
resposta imune inata); e intensificagdo na diferenciagao adipogénica e reducgdo na diferenciacao
osteogénica, indicando uma certa influéncia de campos magnéticos externos na
diferenciago®82), O estudo de Schifer et al. (2010) mostra que campos magnéticos externos
afetam a biologia e funcionamento de CTMs humanas in vitro de forma independente de outros
fatores, mas ainda é preciso investigacdes em modelos in vivo para elucidar os mecanismos de

interacdo de campos magnéticos com a biologia de CTMs®?,
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5.2 ENSAIOS IN VIVO

5.2.1 Andlise da migracéo e retencdo de adCTMs nos pulmdes dos camundongos

Estratégias para melhorar a migracdo e enxertia de CTMs po6s administracdo em
modelos in vivo sdo muito utilizadas e diversas dentro do campo da biomedicina, essas
principais estratégias sdo por meio de abordagens com anticorpos ligados a proteinas G,
manipulacio genética de CTMs, selectina e mobilizacéo e direcionamento de peptideos, etc®.

Apesar de existirem vastas estratégias para aumentar o potencial de migracéo, enxertia
e retencdo de CTMs, a mobilizacdo magnética dessas células tem se mostrado o protocolo mais
promissor para tal"®. Entretanto, é importante ressaltar que tratamento com mobilizacio
magnética de CTMs marcadas com nanoparticulas magnéticas por um ima externo so é eficiente
para orgaos ou tecidos superficiais, devido ao fato de que o fluxo de densidade magnética é
maior no polo da face do im4, e se dissipa quanto mais se afasta do ima. Dessa forma, CTMs
marcadas com as nanoparticulas magnéticas ndo serdo atraidas para tecidos profundos como
coracao, rim e figado®¥,

Os nossos ensaios in vivo nos mostraram que as técnicas de mobilizacdo magnéticas
foram eficientes no modelo de inflamacdo pulmonar em camundongos. Os trés grupos de
animais que tiveram inducdo da migracao de adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe203)-
citrato por campos magnéticos externos apresentaram uma maior retencdo de adCTMs no
pulméo inflamado apds uma semana. Este resultado é importante pois, apesar de inimeros
estudos mostrarem o papel terapéutico das adCTMs em pulmdes inflamados, nenhum estudo
quantifica as adCTMs que migram e se enxertam no pulmao. Devido a isso ndo foi possivel
comparar nossos resultados com outros estudos.

Foi possivel observar a presenca de adCTMs no tecido pulmonar dos camundongos
tratados atraves da analise das laminas histologicas uma vez que, devido a coloracao de Perls
contracorada com vermelho neutro, as adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe2O3)-citrato
apresentaram coloracao azul-acobreada, permitindo a contagem dessas células nos pulmdes dos
grupos trabalhados como ‘eventos azuis-acobreados’.

Neste estudo, o grupo CTM + IMA/TUNG apresentou uma contagem de adCTMs nos

pulmdes muito maior do que 0s outros grupos, isso se deve ao fato de que nesse grupo 0s
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animais tiveram a inducdo da mobilizacdo das adCTMs por um campo magnético externo
formado por um ima e rodeado por 5 esferas de tungsténio. As 5 esferas de tungsténio
modificam o gradiente de campo e permitem que a mobilizacdo magnética das adCTMs
marcadas com nanoparticulas (y-Fe2Oz)-citrato seja mais eficiente, ocorrendo um aumento na
migracdo, retencdo e didmetro de distribuicdo dessas celulas no local da injuria.

O grupo CTM + Tungsténio também apresentou quantidade de contagem de adCTMs
altas nos pulmdes dos camundongos que tiveram fibrose pulmonar induzida por bleomicina.
Isto se deve ao fato de que o tungsténio é um material ferromagnético, ou seja, ele também
forma campos magnéticos, e dessa forma, também atua na mobilizagdo magnética das adCTMs
marcadas com nanoparticulas (y-Fe20s)-citrato.

O curioso deste estudo foi que o grupo CTM + Tungsténio apresentou uma maior
contagem de adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe2O3)-citrato do que o grupo CTM +
im4, isto se deve provavelmente ao fato de que no grupo CTM + im4 as células se concentraram
somente nas regides de borda do ima, tendo uma menor distribuicdo pelo pulmao, e dessa forma
aparecendo apenas em pequenas faixas quando analisadas nas laminas histoldgicas.

O fato dos grupos que ndo tiveram a infusdo de adCTMs marcadas com nanoparticulas
(y-Fe203)-citrato apresentarem eventos azuis-acobreados se deve a um processo fisioldgico que
acontece nos pulmdes que consiste na degradacdo de hemacias, liberando hemossiderina. Este
é um pigmento ferroso fagocitado por macréfagos especificos que se mostram positivos para a
coloracéo de Perls*®). Dentre os eventos azuis-acobreados encontrados nos pulmdes dos grupos
que receberam infusdo de adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe20s3)-citrato, ndo €
possivel distinguir os macréfagos com hemossiderina internalizada das adCTMs marcadas, para
isso é necessario um teste himunohistoquimico com anticorpos que se ligam a CTMs. Este
estudo esta em andamento, porém ainda nao obtivemos os dados até o presente momento.

Mesmo com o processo de fagocitose da hemossiderina por macrofagos, que acontece
naturalmente nos pulmdes, a quantidade de ‘eventos azuis-acobreados’ contado nos pulmoes
dos grupos que receberam adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe2Os)-citrato é
expressivamente maior quando comparado aos grupos que ndo receberam células, indicando
que estes ‘eventos azuis-acobreados’ realmente representam adCTMs marcadas.

Apesar de ter sido constatada uma quantidade significativamente maior de ‘eventos
azuis-acobreados’ nos animais que tiveram terapias com mobilizagdo magnética de adCTMs

marcadas com nanoparticulas de (y-Fe2Os)-citrato submetidas a campos magnéticos externos,
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néo foi confirmado que o aumento da retengdo de adCTMSs nos pulmdes melhorou a inflamacéo,
resultando em uma maior regeneracao ou reparo tecidual.

Convergéncias entre estudos com mobilizacdo magnética de CTMs vem acontecendo.
Alguns estudos mostram que uma maior migracao e retencdo de CTMs se traduzem em maior
efeito terapéutico, porém em outros estudos nao(®52586),

Estudos como o de Cheng et al. (2012) e Chaudeurge et al. (2012) mostram que a
mobilizacdo magnética de CTMs marcadas com nanoparticulas magnéticas para o coragdo
aumenta a migracgdo, retencao e consequente reparo tecidual, porém, no estudo de Huang et al.
(2013) a mobilizagdo magnética de CTMs marcadas com nanoparticulas magnéticas aumentou
a migracao e retencdo de células no local da inflamacdo, mas nao foi observada uma melhora
consideravel no miocardio lesionado entre 0s grupos que tiveram a mobilizagdo magnética e 0s
que ndo tiveram(©58586),

Para garantir eficacia no papel terapéutico da mobilizacdo magnética de CTMs
resultando na sua maior migracéo e retencao e evitar eventuais complica¢do, como por exemplo
microembolias devido ao acumulo de CTMs em vasos sanguineos, é preciso estudar o0 campo
magnético ao qual as CTMs serdo submetidas e desenvolver sistemas de campos magneéticos
homogéneos (campo magnético relativamente homegeneo com intensidade magnética
otimizada) e conformais (com as trés dimensdes similares a area alvo)®©®.

Os resultados obtidos neste estudo se mostraram positivos em se tratando da
mobilizacdo magnética de adCTMs. Quando induzidas a um campo magnético formado pelo
imé& cilindrico de neodimio, com 1,2 cm de didmetro e 0,4 cm de espessura, e 5 esferas de
tungsténio, a migracao e retencdo das adCTMs foi maior do que quando expostas a0 campo
magnético formado s6 pelo ima cilindrico ou ao campo formado pelas 5 esferas de tungsténio.

Quando as adCTMs foram submetidas a um campo magnético de apenas um ima
cilindrico de neodimio, com 1,2 cm de diametro e 0,4 cm de espessura, apesar de ter havido
maior migracao e retencdo de adCTMs quando comparado ao grupo que ndo teve inducdo da
mobilizagdo magnética, os animais apresentaram uma alta taxa de mortalidade e perda de peso.
Estes resultados comprovam a necessidade de estudar o campo magnético a que as adCTMs
serdao submetidas antes de partir para 0s ensaios in vivo, como ja havia sido colocado por Huang
et al. (2013) em seus estudo sobre mobilizacdo magnéticas de CTMs em modelos experimentais
de doengas coronarianas®®.

Mesmo com a comprovacao de uma maior migracéo e retencdo das adCTMs marcadas

com nanoparticulas (y-Fe20s)-citrato para o local quando submetidas a campos magnéticos
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externos, ainda é preciso realizar estudos mais profundos para comprovar se a maior retencao
de CTMs gera uma melhora no tecido pulmonar inflamado desses animais, diminuindo a fibrose

local.

5.2.2 Anélise de sobrevida dos animais

Os estudos em animais que apresentavam doencas intersticiais pulmonares, mostram
que CTMs melhoraram a funcdo pulmonar?+26:2"), Acredita-se que 0 mecanismo terapéutico
das CTMs seja via fatores paracrinos, que estimulam o crescimento das células pulmonares e
inibem a inflamag&o e a fibrose nesse tecido lesionado®®. Esses fatores paracrinos ajudam a
formar um ambiente favoravel a sobrevivéncia e proliferacdo das células progenitoras
remanescentes nos tecidos comprometidos®®39),

Nos experimentos de sobrevida dos animais, foi possivel observar que 0s grupos que
tiveram fibrose pulmonar induzida por bleomicina tiveram perda significativa de peso ap6s o
procedimento de indugédo da fibrose, entre o dia 1 e 2 (Figura 19), porém, os grupos tratados
com adCTMs por via intranasal conseguiram recuperar o peso apés a administracdo de
adCTMs, do dia 2 em diante.

A via intranasal foi escolhida por ser menos invasiva e, conforme estudos ainda nao
publicados por pesquisadores do nosso grupo, ela mostrou ter uma maior eficacia terapéutica
no tratamento de fibrose pulmonar com CTMs quando comparada a via intravenosa. Estd maior
eficacia se deve, provavelmente, ao fato de que chega uma maior quantidade de CTMs ao
pulmdo pela via intranasal, enquanto que pela via intravenosa as CTMs permaneciam retidas
nos linfonodos associados aos pulmdes.

O fato do grupo controle fibrose ndo ter recuperado o peso se deve as complicagdes
causadas pela inflamacdo pulmonar, que € marcada pela excessiva deposicdo de matriz
extracelular no intersticio pulmonar, resultando na obstrucdo das vias respiratorias e
modificando a arquitetura alveolar®. Também foi possivel constatar que os animais deste
grupo (que so tiveram a fibrose induzida sem a administragdo de adCTMSs) apresentaram uma
mortalidade maior que os demais grupos, apresentando morte de dois animais no experimento
em que o peso foi monitorado por 7 dias, tendo um animal morto no 4° dia apds a inducéo da

fibrose e o outro no 5° dia. No experimento onde 0s animais tiveram o peso monitorado no
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decorrer de 30 dias, ocorreu morte de um animal no 12° dia. Estes dados corroboram com o fato
de que as adCTMs desempenham papel importante no reparo tecidual de pulmdes inflamados,
mostrando que 0s grupos que a receberam recuperaram seu peso ao longo do tempo, com
excecdo do grupo CTM + Ima.

O grupo CTMs + Im4, que teve indugéo da fibrose por bleomicina e foram tratados com
CTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe203)-citrato sob efeito de um campo magnético
externo formado por um ima cilindrico de neodimio, com 1,2 cm de diametro e 0,4 cm de
espessura, nao teve recuperacdo do peso ao longo dos dias e apresentou mortes nos dois
experimentos feitos, totalizando um total de 3 mortes para n=6.

Quando comparado aos outros grupos que receberam a administracdo de adCTMs, esse
grupo apresentou perda significativa de peso.

Segundo o estudo do grupo Y. Shen et al. (2015), em que foram feitas terapias de reparo
tecidual do miocéardio com mobilizacdo magnética de CTMs por imas cilindricos, 0s grupos
submetidos a mobilizagdo magnética tiveram um aumento na retengdo das células, porém néo
houve beneficio adicional no funcionamento do érgdo apds a terapia, quando comparado ao
grupo controle®®,

Apesar do tratamento com CTMs terem se mostrado promissores em muitos estudos, o
procedimento de mobilizacdo magnética das CTMs por um imd cilindrico faz com que as
células se concentrem na regido de borda do ima, formando um anel circular. Devido a isso, a
hipdtese para o ndo benéfico adicional no estudo de Y. Shen et al. (2015) e dos resultados
negativos do grupo submetido a mobilizacdo magnética por um campo magnetico formado pelo
ima cilindrico de neodimio, com 1,2 cm de didmetro e 0,4 cm de espessura, € de que mesmo
que a mobilizacdo magnética tenha ocorrido com sucesso, e ocorra uma maior migracao e
retencdo de adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe2Os)-citrato, elas ndo conseguem se
distribuir por toda a area pulmonar, ficando restritas as regides equivalentes a borda do imé, e
dessa forma ndo consigam propiciar um papel terapéutico eficiente nos tecidos inflamados.
Também hé& a suspeita de que devido ao fato dessas células se concentrarem na regido de borda
do ima, elas acabem formando agregados, podendo causar microembolias e hemorragias,
afetando as trocas gasosas nos alvéolos e assim piorando o quadro inflamat6rio®®.

Apesar do grupo CTMs + Ima ter tido o mesmo nimero de mortes do que o grupo
controle fibrose, os animais do grupo CTM + im4 apresentaram uma expectativa de vida maior
do que os do grupo controle fibrose, mostrando que as adCTMs contribuiram de alguma forma

no reparo e modulacdo da inflamacédo dos pulmdes.
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Os grupos CTM, CTM + Tungsténio e CTM + Ima/Tung, ndo apresentaram mortes
durante os 30 dias de monitoramento e é possivel observar que apds a administracdo de adCTMs
(a partir do 2° dia) esses grupos conseguiram recuperar e estabilizar o peso (Figura 19),
garantindo eficécia no tratamento de adCTMs nesses grupos.

O grupo CTM, que recebeu adCTMs, porém ndo foi submetido a um campo magnético,
apresentou uma quantidade de retencdo de adCTMs muito menor do que 0S grupos que tiveram
mobilizacdo magnética, mas quando analisamos os resultados do monitoramento de peso e
sobrevida, este grupo apresentou resultados semelhantes aos grupos CTM + Tungsténio e CTM
+ Im&/Tung. Este resultado mostra um indicativo de que talvez, apés uma determinada
guantidade de adCTMs chegar ao pulméo, o aumento destas ndo tem um efeito significativo na
regulacédo da inflamacao.

Para confirmar tal resultado € preciso realizar mais estudos qualitativos da fisiologia do
pulmdo dos grupos de animais tratados, como por exemplo, a quantificacdo de colageno
depositado, mensuragdo de pardmetros mecénicos do pulméo (resisténcia e viscoelasticidade,
pressdo e elastancia estatica pulmonar), teste de apoptose, etc. Estes estudos serdo realizados

em breve pelo grupo.

5.2.3 Ensaios clinicos de mobilizacdo magnética de CTMs.

Existem muitos estudos pré-clinicos com mobilizacdo magnética de CTMs marcadas
com nanoparticulas magnéticas, porém ainda ndo ha nenhum estudo clinico usando esta
tatica®®6869818889) |50 se deve ao fato de ainda ndo haver estudos conclusivos sobre o efeito
do campo magnético em CTMs marcadas com nanoparticulas magnéticas e também ao fato de
que, embora grande parte dos ensaios pré-clinicos mostrem uma maior migracao e retengdo de
CTMs marcadas com nanoparticulas magnéticas quando submetidas a um campo magnético
externo, ndo ha consenso de que a maior migracédo e enxertia de CTMs realmente intensifica o
papel terapéutico destas no tecido lesionado.

Apesar deste ser um protocolo facil de ser incorporado nos estudos clinicos, por ser ndo
invasivo, ainda é preciso investigar mais sobre as consequéncias da mobilizacdo magnética
destas células, assim como a quantidade de CTMs ideais a serem enxertadas e o tempo de

administracdo destas, elucidando assim o papel das CTMs nos sitios de les&o.

48



5.3 PERSPECTIVAS

O posicionamento de esferas de tungsténio, que € um material ferromagnético, ao redor
de um ima cilindrico modificou a distribuicdo das linhas de campo, mudando assim a simetria
do campo magnético. A mudanca na simetria do campo magnético alterou a distribuicdo do
fluido de nanoparticulas magnéticas submetidas a este campo. Quando submetido ao campo
externo de um Unico ima, as nanoparticulas magnéticas formam um anel concentrado na regiao
de borda do im&, porém, com a alteracdo do gradiente de campo causada pela presenca do
tungsténio, essas nanoparticulas se distribuem de maneira mais uniforme por toda a regido do
arranjo de im@ e esferas de tungsténio, aumentando assim a sua distribuic&o.

Apesar de n3o termos dados suficientes para afirmar que o grupo CTM + Im&/Tung
resultou em uma melhora na regeneracédo dos pulmdes, o fato deste grupo ter apresentado um
quantitativo de migracdo e retencdo de adCTMs nos pulmdes significativamente maior que nos
outros grupos é um resultado muito promissor, pois comprova gque campos magnéticos
formados por imés cilindricos rodeados por esferas de tungsténio aumentam a migracéo,
retencdo e distribuicdo de adCTMs quando comparados a campos formados apenas por imas
cilindricos.

Nossa estratégia de alteracdo da simetria do campo magnético por meio de esferas de
tungsténio, que resulta em uma distribuicdo mais uniforme e espalhada em relacdo a area do
imd, pode, a principio, ser extrapolada e utilizadas em todas terapias que envolvam taticas de
mobilizacdo magnética, tais como: mobilizagdo de células marcadas com nanoparticulas

magnéticas, drug delivery de farmacos hibridos magnéticos, e terapias de magnetohipertemia.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados alcancados pode-se concluir que a mobilizacdo magnética de
adCTMs por inducdo de um campo magnético externo aumenta a migracdo e enxertia destas
células em pulmdes inflamados em um modelo de fibrose pulmonar em camundongos.

As concluses deste estudo apontaram, de forma mais especifica, que:

1. Esferas de tungsténio ao redor de um ima mudam a simetria do campo magnético
formado pelo imd, aumentando a homogeneidade e o diametro de distribuicdo de
fluidos de nanoparticulas (y-Fe2Oz3)-citrato.

2. As adCTMs marcadas com nanoparticulas (y-Fe>Os)-citrato quando expostas, in
vitro, a dois campos magnéticos, um formado apenas por um ima e o outro formado
por um ima e 5 esferas de tungsténio ao redor, simultaneamente, migram mais para
0 campo magnético formado pelo arranjo ima/5stungstenio.

3. Ocorre um aumento na migracdo e retencdo de adCTMs marcadas com
nanoparticulas (y-Fe203)-citrato quando submetidas a campos magnéticos externos,
em um modelo de fibrose pulmonar em camundongos.

4. Dentre os campos magnéticos estudados, a maior eficacia na migracéo e retencdo de
adCTMs foi quando submetidas ao campo magnético formado por um ima cilindrico
de neodimio, com 1,2 cm de diametro e 0,4 cm de espessura, rodeado por 5 esferas
de tungsténio.

5. Nao foi possivel concluir se 0o aumento na migracdo e retencdo de adCTMs
favoreceu o reparo tecidual pulmonar dos camundongos com fibrose pulmonar
induzida por bleomicina, sendo necessario mais estudos qualitativos de analise

pulmonar.
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