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RESUMO

A grande dificuldade para o entendimento da complexidade que compde o
sistema nervoso (SN) e suas patologias é o desenvolvimento de ferramentas que
proporcionem o estudo das peculiaridades moleculares, celulares, fisiologicas,
farmacolégicas e psiquicas. A nanotecnologia ofereceu uma abordagem
alternativa baseada no desenvolvimento de materiais tdo pequenos, que a fisica
classica e a fisica quantica regem suas caracteristicas, normalmente nao vistas
em materiais de escalas maiores. A nanoneurotecnologia, atualmente esta focada
em desenvolver nanomateriais, capazes de ultrapassar a barreira-hemato
encefalica (BHE) sem alterar sua integridade. Nesta dissertagcdo é apresentado
um nanomaterial de Polimeros de Aloumina Magnéticos (PAM) composto de uma
matriz organica de albumina bovina associada a nanoparticulas de maghemita.
Os PAM foram aplicados in vivo e avaliada a sua capacidade de biodistribuicdo no
sistema nervoso de camundongos. Este estudo foi todo baseado em analises
histoldgicas e ultra-estruturais dos tecidos tratados, em tempos que variaram de
30 minutos a 30 dias. Previamente os PAM foram caracterizados
morfologicamente e definidos os didmetros modais das amostras utilizadas, que
variaram entre 8,9-9,2nm. Em adicdo, pelas analises microscopicas foram
demonstrados que os PAM ultrapassaram a BHE e distribuiram por todos os tipos
celulares do SNC, com uma tendéncia de concentracdo em regides de neurdpilo.
A distribuicdo de PAM intracelularmente deu-se principalmente em estruturas com
membranas lipidicas, entre elas as mitocéndrias e bainhas de mielinas, nas quais
apresentaram alteracdes transitorias até os 2 dias apds aplicacdo. Também foi
observada a presenca de estruturas incomuns de composicao cristalina.

Os resultados apresentados nesta dissertacao reforcam a distribuicao de
PAM baseada em moléculas que participam do metabolismo de ferro no SN e a
necessidade de estudos complementares que confirmem a biocompatibilidade e
potencial aplicacao neuroclinica.

Palavras-chave: Nanotecnologia, nanoparticulas magnéticas, sistema nervoso,

ultra-estrutura.



ABSTRACT

The great difficulty for the agreement of the complexity that composes the
nervous system (NS) and its pathologies is the development of tools to study of
molecular, cellular, physiological, pharmacological and psychic peculiarities. The
nanotechnology offered a alternative boarding based on the development of so
small materials, that the classic physics and quantum physics rules their features,
normally not view in materials with bigger scales. The nanoneurotechnology,
currently is focus in developing nanomaterials, capable to exceed the blood-brain
barrier (BBB) without modifying its integrity. In this study a new Magnetic Albumin
Polymer is presented (MAP), made up of a organic matrix of bovine albumin
associate to nanoparticles of maghemite. The MAP was applied in vivo and
evaluated its capacity of biodistribution in the nervous system of mice. This study
all it was based on histologicals and ultra-structural analyses of treated tissues, in
times that had varied of 30 minutes to 30 days. Previously MAP was characterized
in morphological features and defined modal sizes of samples used, that had
varied between 8,9-9,2nm. In addition, by the microscopical analyses was
demonstrated that the MAP exceeded the BBB and distributed for all the cellular
types of the CNS, with a trend of concentration in regions of neuropil. The MAP
distribution intracellularly was given mainly in structures with lipids membranes,
like mitochondria and myelin sheets, in which had presented transitory alterations
until the 2 days after application. Also the presence of uncommon structures of
crystalline composition was observed.

The results presented in this study strengthen the distribution of MAP based
on molecules that participate on the iron metabolism in the NS and the necessity
of complementary studies that confirm the biocompatibility of the sample and
potential neuroclinic application.

Keywords: Nanotechnology, magnetic nanoparticles, nervous system, ultra-

structure.
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1. Introducao

1.1. Nanobiotecnologia

Nanotecnologia corresponde a manipulacdo da matéria em escala
nanométrica (1 nanémetro é a bilionésima parte do metro) pelo menos em uma
dimensao, alcancando 1 a 999 nan6metros (Lacava & Morais, 2006; Silva,
2006a). Neste tamanho, os materiais podem revelar caracteristicas especificas
como variagao de cores (quantum dots) (Silva, 2006a), tolerancia a temperatura,
alteragbes de reatividade quimica, da condutividade elétrica e da intensidade das
interacdes (Lacava & Morais, 2006). Devido a essas qualidades, a nanotecnologia
€ aplicada em varias areas como no desenvolvimento de revestimentos, tintas,
tecidos, catalisadores, para a resisténcia de materiais e até na biologia.

O uso de nanomateriais em sistemas biol6gicos € devido ao alto grau de
especificidade a nivel molecular, Com esta vantagem, bioengenheiros
desenvolvem nanoparticulas e aparelhos combinando materiais organicos e
inorganicos para interagir e responder as células e tecidos de forma controlada,
induzindo respostas fisiologicas de interesse e minimizando efeitos indesejaveis
(Silva, 2006a). A nanobiotecnologia produzira grandes avancos no diagndstico,
terapéutica, biologia celular e molecular, e bioengenharia. Embora a viabilidade
destes sistemas ainda ndo seja real, parte destes dispositivos atualmente esta
comecando a ser plausivel, como veiculos para “delivery” de farmacos
(lipossomos, nanoparticulas), nanosensores (lingua eletrénica) (Duran, 2005),
nanomagnetos (destruicao de cancers, “delivery” de drogas) entre outros, também
desenvolvidos no Brasil.

Buscando integrar o grupo dos paises que desenvolvem tecnologia de
ponta, o Brasil criou a Rede de Nanociéncias e Nanobiotecnologia em 26 de
dezembro de 2001, promovida e financiada pelo MCT/CNPq.

Uma dessas redes, a Nanobiotec foi criada para “desenvolver novos
produtos e processos, implementando-os para aumentar a competitividade da
industria nacional e capacitando recursos humanos para o aproveitamento das
oportunidades econémicas, tecnolégicas e cientificas” (Duran, 2005), a partir de 3
projetos principais: (A): Liberacdo Controlada de Farmacos e Vacinas, (B):
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Nanobiomagnetismo, e (C): Nanosensores, caracterizacdo e interacdo de
nanoestruturas.

O grupo de Nanobiomagnetismo ja atuava na forma de rede, com a
interacdo entre os Institutos de Fisica, Quimica e Biologia da Universidade de
Brasilia (UnB) e Universidade Federal de Goias (UFG), desde 1998. No periodo
2001-2004, novas instituicoes uniram-se ao grupo de Nanobiomagnetismo inicial,
como o Instituto de Fisica da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Faculdade
de Fisica da Universidade Federal de Uberlandia, Faculdade de Farmacia e
Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras da Universidade de Sao Paulo —
Ribeirdo Preto (CNANO, 2007).

Em 2005, o MCT criou 10 novas redes na area de Nanociéncias e
Nanotecnologia, entre as quais a Rede de Nanobiomagnetismo, contando neste
momento com cerca de 40 pesquisadores e mais de 100 alunos. No mesmo ano,
com o crescimento da rede foi criado o Centro de Nanociéncia e
Nanobiotecnologia (CNANQO) junto ao Instituto de Ciéncias Biol6gicas da
Universidade de Brasilia. O CNANO, mantendo a mesma proposta inicial da Rede
Nanobiotec, como criagdo e desenvolvimento de novos produtos e recursos
humanos com os programas de pds-graduacéo, visa divulgar ao publico em geral
0S progressos na area da nanobiotecnologia e ampliar as parcerias com outras
equipes e grupos de pesquisa. Os novos grupos associados ao CNANO incluem o
Hospital Regional da Asa Norte (HRAN/SES — DF) onde foi implantada a unidade
ambulatorial para o tratamento de céancer da pele, utilizando a terapia
fotodindmica e sistemas nanoparticulados; a Faculdade de Odontologia da UnB; a
Rede Genoma do Centro-Oeste e a Rede Tuberculose (CNANO, 2007).

As abordagens tecnolégicas do CNANO incluem tecnologia de
despoluicdo, separacdo magnética, sistemas entregadores de farmacos, terapia
da hipertermia magnética, terapia fotodindmica e melhoria de transformadores

elétricos.

1.2. Nanomagnetos e fluidos magnéticos

As nanoparticulas podem ser feitas de varios tipos de materiais como:
polimeros biodegradaveis incluindo o PNVP (polivinyl pyrrolidone), PLGA (poly
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lactic-c-glycolic acid), PEG (poly ethylene glycol) (Peppas & Blanchette, 2004)
entre outros, e de cristais de 6xido de ferro (Saiyed et al, 2003) e ligas com outros
minerais (cobalto, niquel) (Chaves, 2002).

Os nanomagnetos (NMs) sdo nanoparticulas magnéticas que podem ser
guiados ou confinados por um campo magnético externo, e por isso, sao
aplicados na (a) biomedicina como veiculos de farmacos, na (b) separacédo
magnética de células e biomoléculas diversas (magnetoaferese), como (c)
agentes de contraste em ressonancia magnética nuclear, (d) marcadores de
células alvos, no (e) tratamento com hipertermia de tumores (Pankhurst, et al
2003; Lacava & Morais, 2006) e producdo de bioreatores. As nanoparticulas
magnéticas (NMs) mais utilizadas sao as ferritas, representadas por M Fe-O4 (0 M
€ um metal divalente como o Ni, Co, Mn, Zn e Fe), incluindo a magnetita (Fe3O4) e
a maghemita (y-Fe>O3) (Chaves, 2002). As NMs sao utilizadas na forma de fluidos
magnéticos ou ferrofluidos, magnetolipossomas (Lacava & Morais, 2006) e
nanocompdsitos, formados com polimeros organicos ou inorganicos.

Os fluidos magnéticos (FM) sédo sistemas magnéticos coloidais formados
de NMs com diametros que variam a partir de 5 nm para cima, recobertos por
estabilizantes e solventes como dispersantes, podendo ambos ser organicos ou
inorganicos (Chaves, 2002). As principais caracteristicas dos fluidos magnéticos
sdo a interagdo particula-liquido ser forte o suficiente para transmitir o
comportamento magnético para o liquido (Massart, 1982) e a presenca de
interacdes repulsivas entre as particulas, responsaveis pela estabilidade e
classificacdo entre FM surfactados e i6nicos. Nos FM surfactados as
nanoparticulas sao recobertas por surfactantes que possuem terminacées polares
(carboxila e amina) responsaveis pela estabilidade do FM por repulsédo estérica.
Os FM ibnicos sao estaveis devido a repulsao eletrostatica entre as coberturas
das particulas com carga positiva ou negativa e as interagcbes com o solvente que
pode ser acido ou basico respectivamente (Bakuzis et al, 1999).

Os magnetolipossomas sao vesiculas de membranas lipidicas que
encapsulam NMs. Estes podem ser produzidos sinteticamente ou ainda
naturalmente por bactérias (Magnetospirillum) produtoras de magnetita (Fe3O4) ou
greigita (FesS4), com tamanho de 50 a 100nm e cobertas com uma membrana
lipidica estavel (Saiyed et al, 2003). Os magnetolipossomas artificiais séo
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produzidos imergindo coloéides com nanoparticulas de Oxido de ferro em
dispersdes aquosas de vesiculas de fosfolipideos, gerando assim, bicamadas

lipidicas na superficie das particulas (De Cuyper, 1996).
1.2.1. Polimeros de Albumina Magnéticos (PAM)

Esta amostra sera denomidada Polimeros de Albumina Magnéticos (PAM)
mas também pode ser chamada de Nanoparticulas Magnéticas Polimérica de
Albumina (NMPA) ou Nanocompdsitos de Albumina-Maghemita (NAM). Estas
nomenclaturas referem-se ao fato da amostra ser formada de polimeros organicos
de albumina, incrustados por nanoparticulas magnéticas de maghemita, formando
“beads” ou microesferas magnéticas.

As amostras de PAM utilizadas foram produzidas pela Universidade de
Brasilia (UnB) e Universidade de S&o Paulo (USP) de Ribeirdo Preto, sendo
depois determinados os niveis de toxicidade e biocompatibilidade pelo Instituto de
Ciéncias Biologicas e caracterizacdo magnética, cobertura molecular e
composicao pelo Instituto de Fisica, ambos da UnB.

A amostra de PAM possui nanoparticulas de maghemita (y-FeoxOs)
estabilizadas com um coléide aquoso de baixo pH, ou seja, € um fluido magnético
idbnico completamente neutralizado depois de associado com albumina do soro
bovino (BSA- bovine serum albumin), para aplicacdo bioloégica (Simioni et al,
2006).

O PAM esta representado esquematicamente na Fig 1. Esta amostra
demonstrou boa estabilidade apés 3 meses sem apresentar alteracbes
morfoldgicas, podendo ser utilizada para estudos in vitro com linhagens celulares
e in vivo com modelos animais (Simioni et al, 2006).

Estudos in vitro foram realizados utilizando uma linhagem celular de
macréfagos de carcinoma de camundongo (J774-A1) com diferentes
concentragdes de nanoparticulas no PAM. O resultado foi de baixa citotoxicidade,
diretamente proporcional a concentracdo de particulas/mL (Simioni et al, 2006), a
partir deste estudo foi definido a concentragdo de 2,28 x 10'® particulas/mL para

esta dissertacéo.
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Figura 1: Representacdo esquematica de PAM, Simioni et al, 2006.

1.3. Metabolismo de ferro nos tecidos

O ferro é o mineral mais abundante da crosta terrestre e pode estar em
duas formas i6nicas em ambientes biolégicos: ion ferroso (Fe?*) mais instavel e
fon férrico (Fe®*") mais estavel. O ferro é um dos metais mais usados nas funcdes
celulares (Eisenstein, 2000a, Albretsen, 2006), participando de varias vias
metabdlicas e processos bioldgicos essenciais. Além disto, existem hipbteses que
relacionam a incorporacéao do ferro nas atividades biol6gicas primordiais como um
dos fatores essenciais para o desenvolvimento da vida aerdGbica na Terra
(Albretsen, 2006) e talvez em Marte (Bazylinski, 1996).

Apesar da extrema importancia do ferro nos sistemas bioldgicos, existem
dois problemas referentes a seu uso: a baixa solubilidade em pH fisiologico
(Eisenstein, 2000a; Rutherford & Bird, 2004; Albretsen, 2006) e o potencial toxico
por produzir radicais livres a partir do Fe®, gerando estresse oxidativo
(Eisenstein, 2000a, Dobson, 2001, Egana et al, 2003, Albretsen, 2006) em

componentes celulares e biomoléculas. Para resolver estes problemas, ao longo
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da evolucdo, uma variedade de mecanismos desenvolveu-se para aquisicao e
uso do ferro, além de simultaneamente reduzir seus efeitos téxicos.

A minimizacdo dos efeitos téxicos do ferro se d& oxidando a forma Fe?*
para a forma Fe* e/ou associando com outros elementos como oxigénio e
hidrogénio. Estes mecanismos incluem fatores transcricionais e poés-
transcricionais e sistemas regulatorios para controlar e coordenar as proteinas
que regulam o transporte, interiorizacao celular, destino metabdlico, estoque e,
em alguns casos, exportacao do ferro (Eisenstein, 2000a).

Nos mamiferos, aproximadamente 70% do ferro é encontrado na
hemoglobina e entre 5% a 10% na mioglobina (Albretsen, 2006). Quando ligado a
hemoglobina e mioglobina normais, o ferro estd como Fe** e acima de 25% do
ferro no corpo estd na forma de Fe®, associado & transferrina, ferritina e
hemossiderina, principalmente do figado, baco e medula éssea (Albretsen, 2006).
A homeostase do ferro em mamiferos € mantida por meio de redes sensoriais e
regulatérias, que modulam a expressao de proteinas envolvidas no metabolismo
de ferro, direta ou indiretamente.

A absorcdo do ferro (Fig. 2) ocorre primariamente no duodeno e é
inversamente proporcional aos estoques de ferro no corpo e diretamente
proporcional a taxa de eritropoese. Apenas uma fracdo do ferro da dieta é
absorvida (Andrews, 2005). O ferro é absorvido principalmente a partir de
proteinas heme proveniente da dieta (hemoglobina e mioglobina), mas também é
absorvido como residuo de ferro inorganico, que estd na forma de Fe*. A
absorcao de ferro heme € mediada por carreador como o HCP1 (heme Carrier
protein 1) (Shayeghi et al, 2005) e provavelmente por outros, ainda n&o descritos.
O maior transportador envolvido na interiorizacdo de ferro ndo-heme é o DMT1
(divalent metal transporter 1), que também transporta outros metais divalentes,
incluindo o Mn*2, Co*2, Cu*® e Zn*? (Gunshin et al, 1997). O ferro intracelular no
enterécito sera entdo estocado em ferritinas ou transportado através da
membrana basolateral para o plasma. Varias moléculas podem estar envolvidas
na exportagdo do ferro, mas duas foram caracterizadas e consideradas
importantes: ferroportina (Abboud & Haile, 2000), seletiva para Fe*? e hefaestina

que oxidiza o Fe*? para Fe*™® (Bannerman & Cooper, 1966).
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Figura 2: Absorcao Intestinal do ferro nao-heme.

1) Reducdo do Fe*® para Fe*?; 2) Interiorizacdo celular do Fe** mediada por
transportador (DMT1); 3) Estoque do Fe*? em ferritinas do enterdcito, e pode ser
perdido quando a célula descama; 4) Exportacdo de Fe*? por transportador
(ferroportina); 5) Oxidacdo do Fe*? em Fe*® por ferroxidase (hefaestina) para
incorporagao em transferrinas do plasma.

O ferro ndo heme no plasma geralmente esta na forma de Fe* e entdo é
associado a biomoléculas, transportado e distribuido para todos os tecidos. O
transporte € realizado principalmente pela transferrina, uma glicoproteina
plasmatica de 80kDa, que se liga a dois atomos de ferro (Eisenstein, 2000a;
Donovan et al, 2006). O ferro também pode ser transportado por ferritinas
plasmaticas com receptores especificos nas membranas celulares e por outros
tipos de complexos de baixo peso molecular como o citrato, alguns aminoécidos e
outras proteinas plasmaticas como a albumina (May et al,(1980; Grootveld et al,
1989; Kennard et al, 1995; Gorinsky, 2007).

Evidéncias genéticas e bioquimicas demonstram a presenca de varias
alternativas de interiorizacdo do ferro por células eucariéticas. Em mamiferos,
mudancas na taxa de absorcao de ferro € a maior forma de controle para alterar o
conteudo de ferro de células e do corpo como um todo (Einsenstein, 2000a). A
interiorizacao celular do ferro pode ocorrer por dois mecanismos: dependente de
transferrina (Fig. 3) e ndo dependente de transferrina (Randell et al, 1994). A
interiorizacao celular do ferro dependente de transferrina representa mais de 99%
e envolve a participacao de um receptor, o TFR1 e é mediado por endocitose.
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A interiorizacdo do complexo Fe* TF- TFR1 acontece via clatrina,
formando vesiculas endossémicas (Andrews, 2005; Donovan et al 2006). Estes
endossomos acidificam internamente devido a acdo de uma bomba ibnica
Na+H+-ATPase (Nishi & Forgac, 2002), resultando na dissocia¢do do Fe**. O Fe*®
€ reduzido por uma ferrireductase, a Steap3 (Ohgami et al, 2005) e transportado
para o citoplasma pela DMT1. Assim, o complexo TF-TFR1 é reciclado e retorna a
membrana celular, liberando a TF livre (apo-TF) para a circulagdo (Andrews,
2005; Donovan et al 2006).

Existem outros mecanismos de interiorizacdo celular de ferro néo
dependente de transferrina. Estes mecanismos envolvem a participacéo de outras
moléculas de transporte e receptores. Como exemplo, existem a albumina
plasmatica, o DMT1, ferrireductases de membrana (Lesuisse et al,1991),
lactoferrina, que também é um fator de crescimento (Masson et al 1966; Sun et
al,1991), canais de calcio (Oudit et al, 2003), mobilferrina (Umbreit et al,1997)
entre outros. Neste tipo de transporte de ferro propde-se 4 funcdes: (a) para a
retirada de ferro livre no plasma, a fim de proteger as células e tecidos dos efeitos
téxicos dos radicais livres e peroxidacéo lipidica; (b) servir como mecanismo para
outros metais entrarem nas células, sem competir com o ferro; (c) para participar
da absorcdo de células intestinais sem receptores de transferrina na superficie
luminal; (d) para redistribuicéo de ferro em tecidos que ndo sao acessiveis para a
transferrina (Qian et al, 1997).

Depois de interiorizado, o ferro tem 3 destinos: (a) utilizado na sintese de
proteinas que contém ferro; (b) estocado ou (c) exportado da célula. Para ser
direcionado para outros compartimentos celulares, o ferro sé vai para o
citoplasma na forma de Fe*?, necessitando da acdo de uma ferroxidase, e s6
entao é oxidado em proteinas de estoque ou metabolizado (Qian et al,1997).

Proteinas que contém ferro estdo presentes em varios lugares na célula,
incluindo o citosol e organelas. Uma localizacdo critica do ferro intracelular é a
mitocbndria, sitio de incorporacdo de ferro em proteinas heme e nao-heme
(proteinas ferro-enxofre) para as fungdes celulares (Eisenstein, 2000a). Algumas
funcdes celulares do ferro incluem transporte de oxigénio (heme, cofator da
hemoglobina e mioglobina), transferéncia de elétrons (citocromos) (Andrews,
2005), sintese de DNA, formagdo de neurotransmissores e horménios,
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metabolismo xenobidtico (Eiseinstein, 2000a), biosintese de lipideos e colesterol
(Connor et al, 2001), entre outras.

A proteina de estoque de ferro é a ferritina, que possui 24 subunidades e é
capaz de armazenar acima de 4500 atomos de ferro (Cairo, et al, 1989; Dobson,
2001). O tamanho desta proteina cheia é de aproximadamente 12nm com core de
8nm. As ferritinas sdo formadas de 2 tipos de subunidades e podem variar na
composicao dependendo do tipo celular e estado metabdlico. Estas subunidades
sao a H (heavy) e L (light) e podem formar hetero ou homopolimeros (Harrison &
Arosio, 1996). Ferritinas ricas em subunidades L, capturam o ferro mais
lentamente e o mantém por mais tempo, enquanto que a subunidade H funciona
como uma ferroxidase e ferritinas ricas em H sdo mais rapidas em incorporarem o
ferro no core (Eisenstein, 2000a).

A ferritina é uma proteina que oxida o Fe*? e o hidrata, armazenando em
seu core na forma de ferrihidrato. Esta proteina tem a sintese regulada em
resposta ao ferro por proteinas regulatérias de ferro (IRP — Iron Regulatory
Proteins) que se ligam ao RNA, controlando a tradugédo. Os sitios de ligacao
destas proteinas nos mRNA sdo os elementos regulatérios de ferro (IRE — Iron
Regulatory Element) (Eisenstein, 2000a). Genes também podem participar na
regulacdo do metabolismo de ferro, como o0 gene c-myc em humanos
(Richardson, 2002). Acredita-se que esta relacao de repressdo do c-myc com a
ferritina seja para aumentar a disponibilidade de ferro para processos de
proliferacdo celular (Wu, et al, 1999). Existem dois tipos de ferritinas de acordo
com a localizacdo: as citosélicas e as mitocondriais. As ferritinas mitocondriais
foram reportadas recentemente e possuem uma importante funcdo em regular o
metabolismo celular e controlar o trafico de ferro através do citoplasma, uma vez
que o ferro é incorporado preferencialmente pelas mesmas. (Levi et al, 2001).

A ferritina esta presente em todos os tipos celulares, mas tem importancia
especial em algumas células, como macroéfagos, hepatécitos e neurbnios. Os
hepatécitos também tém uma fungao de depdsito removendo o excesso de ferro
da circulagdo e estocando com seguranca até que seja necessario (Andrews,
2005). Ferritinas podem ser encontradas dentro de lisossomos onde sao
degradadas, formando a hemossiderina. Esta € uma forma ndo homogénea e
insoluvel de ferro, proteinas e produtos da degradacdo de membranas (Andrews,
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2005). Outra forma de estoque de ferro a partir de ferritinas € a neuromelanina,
presente em neurbnios dopaminérgicos (Tribl et al, 2005) e semelhante a
estrutura da melanina periférica dos cabelos, pele, olhos, penas (Zucca et al
2006) e estruturas do ouvido.

A reciclagem do ferro otimiza sua utilizacdo sem grandes gastos
energéticos para importacdo, o que também pode significar sua importancia no
metabolismo celular. A reciclagem ocorre principalmente de hemacias
senescentes ou danificadas, que sao fagocitadas por macroéfagos de varios
orgaos, principalmente do baco, medula éssea e figado (Andrews, 2005; Donovan
et al, 2006).

Poucos estudos sdo direcionados para os mecanismos envolvidos na
exportacao celular e excrecao. No figado, as células de Kupffer parecem estar
envolvidas na liberacdo de ferro na forma de ferritina (Eisenstein, 2000a), assim
como em outros tipos celulares, inclusive em neurbnios. Proteinas relacionadas
com o metabolismo de ferro e cobre como a ceruloplasmina (ferroxidase) e a
hefaestina estdo envolvidas na exportagao celular de ions de ferro (Bannerman &
Cooper, 1966; Eisenstein, 2000b, Andrews, 2005; Donovan et al, 2006). Vale
ressaltar que a ceruloplasmina também atua na interiorizacao celular de ferro em
situacdes de deplecdo do metal (Mukhopadhyay et al,1998). Nao existe um
mecanismo especifico e regulado de excrecdo de ferro pelo figado e rins
(Andrews, 2005), mas sabe-se, por exemplo, que os pulmdes sdo capazes de
excretar (Turi et al, 2004). Outra forma de excrecao do ferro € da descamacao de
enterécitos do epitélio intestinal (Donovan et al, 2006) e mucosas, além de

sangramentos em diferentes graus (Andrews, 2005).
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Figura 3: Esquema Geral do metabollsmo de ferro, nao-heme e dependente
de transferrina. 1) Formagdo do complexo Fe™-TF-TFR1; 2) Endocitose do
complexo via clatrina; 3) Acidificacdo do microambiente do endossomo por H*-
ATPase; 4) Dissociacdo do Fe*® da TF; 5) Reducao e exportacao do Fe* por uma
ferrireductase endossdmica (DMT1) para o citoplasma; 6) Utilizagdo do Fe*?
destino metabdlico; estoque; degradacao; 7) Reciclagem de TF-TFR1:
transferrina volta para o sangue e o receptor de transferrina para a membrana
celular.
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1.3.2. Metabolismo de ferro no Sistema Nervoso Central (SNC)

O ferro é o metal mais abundante do SNC e naturalmente tende a
concentrar em estruturas especificas como o globus pallidus e substantia nigra,
atingindo niveis acima do figado (Pu et al, 1999, Rouault, 2001). A deposicao de
ferro no cérebro ocorre principalmente em formas de estoque organicos como
ferritinas mas ndo como hemossiderina, embora pequena quantidade de ferro
esta presente na forma livre e reativa (Tribl et al, 2005). Porém, estruturas
cristalizadas de oOxido de ferro de ferritinas de cérebros de pacientes com
Alzheimer, sdo similares aos cores de ferritinas detectadas na hemossiderina de
pacientes com hemocromatose (doenca com alto depdsito de ferro nos tecidos)
(Quintana et al,2004).

Os componentes moleculares que participam no metabolismo de ferro nos

tecidos periféricos também estdo presentes no sistema nervoso (SN), como a
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transferrina, a ferritina e proteinas regulatoérias de ferro (IRP) (Connor et al, 2001).
O DMT1 também esta presente no SN, mas tem regulacao da expressao variavel
dependendo das regides no cérebro, da idade, mas a expressao é independente
do ferro (Ke et al, 2005). Ja foi reportado que ratos Belgrado com deficiéncia de
DMT1 possuiam menos ferro no cérebro do que o normal (Burdo et al, 1999). Isto
quer dizer que o DMT1 tem importancia significativa na interiorizacdo do ferro
para o SN, principalmente quando ha evidéncias de que o transporte direto de
complexos de Fe™-TF pode ndo ocorrer significativamente (Oates & Morgan,
1996).

A neuromelanina € um pigmento escuro produzido por neurdnios
dopaminérgicos do SN e é considerada como uma molécula de ligacao ao ferro
enddgeno em neurdnios pigmentados (Fig. 4). E formada por varios tipos de
proteinas, entre elas a ferritina (Tribl et al, 2005). Também funciona como um
forte quelante de metais e toxinas organicas, modulando seus efeitos nas células
(Zecca et al, 2003).

As ferritinas sao as principais formas de estoque de ferro no SN e também
existem nas duas formas, a H-ferritina e L-ferritina. Nos neurénios predomina a H-
ferritina, na microglia a L-ferritina e nos oligodendrécitos estdo presentes as duas
formas (Connor et al, 2001).

Figura 4: Neurénio com neuromelanina em cértex do cérebro. Coloracdo de
Perls, Barra: 20um.
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Porém, mais um fator exige especial atengcédo, a producdo biogénica de
nanoparticulas de 6xido de ferro (magnetita e maghemita) pelo sistema nervoso
central (Kirschvink, et al, 1992; Pardoe & Dobson, 1999; Dobson, 2001). Desde a
descoberta de nanoparticulas de magnetita ferromagnética no cérebro humano
(Kirschvink, et al, 1992), estudos estdo sendo realizados para determinar os
mecanismos de controle e formacado deste material e funcbées no SNC, tanto
fisiologicamente como nas patologias. Um motivo hipotético de formacado de
oxidos de ferro magnéticos biogénicos seria quando a ferritina estivesse
supersaturada ou com alteragdes no funcionamento (Dobson, 2001). Entretanto,
esta hip6tese aparentemente sugere uma sintese por estimulo ou causa
patolégica, mas e se existir uma sintese fisiologica? Quais seriam as causas,
componentes envolvidos e fungbes?

Foi reportada uma média de cristais de magnetita-maghemita de 5 milhdes
por grama em tecidos do cérebro humano e acima de 100 milhdes por grama na
pia e duramater (Kirschvink, et al, 1992). Em ratos, a formagéo destes cristais no
cérebro € influenciada pela transfusao e dieta rica em ferro (Pardoe & Dobson,
1999). Em humanos existe a correlacdo da alteracdo do metabolismo de ferro
com desordens neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson (Dobson, 2001).
Apesar de muitos organismos utilizarem a magnetita biogénica como um
mecanismo de sensibilidade do campo geomagnético, em humanos estas
particulas ndo parecem ser utilizadas para este propésito (Pardoe & Dobson,
1999).

A presenga de extensas redes vasculares, de nanoparticulas biogénicas e
estruturas enriquecidas de ferro no cérebro sdo um dos fatores, que fazem do
ferro, 0 metal mais abundante no SNC. Entao, a aplicagcdo de nanoparticulas de
ferro artificial no cérebro teria um efeito significativo em desequilibrar o ferro no
SNC? Caso existam alteracdes, seriam devido a composi¢cdo das nanoparticulas,
ao tamanho ou a capacidade de interferir nas funcdes das nanoparticulas
biogénicas? Se alguma destas hip6teses forem verdadeiras, quais tipos de
alteracdes podem provocar ou predispor? Quais tipos celulares sao alvos?
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1.4. Tecido nervoso: caracteristicas relevantes para o estudo

A divisao anatdbmica do sistema nervoso compreende o sistema nervoso
central (SNC) com cérebro, cerebelo, tronco encefélico, medula espinhal e parte
neural do olho; e o sistema nervoso periférico (SNP) com glanglios periféricos,
nervos, terminagcdes nervosas, receptores e efetores do corpo (Kierszenbaum,
2004). Os componentes celulares basicos do SNC sao os neurénios e células da
glia (astrécitos, oligodendrécitos, microglia e células ependimarias), como na
figura 5, e do SNP, além das células citadas anteriormente, as células satélites
(para sustentacdo) e células de Schwann (andlogas aos oligodendrécitos)
(Salfelder et al, 1967).

O neurénio € a unidade morfofuncional do sistema nervoso é uma célula
excitavel, bastante especializada, diferenciada e sem capacidade de divisdo. Faz-
se excecao os neurdnios granulos presentes no cértex do cérebro, que aumentam
durante a infancia e os neurdnios do bulbo olfatério, gerados durante toda a vida a
partir de células indiferenciadas (Nicholls et al, 2001). Os neurdnios tém a funcéo
de receber, processar e transmitir informacdes por meio de sinapses elétricas
(interneuronais) e quimicas (interneuronal e neuroefetoras) entre células. Estas
sinapses podem ser fixas com outros neurdnios, células musculares e excretoras,
ou mobveis, como com células do sistema imunitario. Toda a regido entre as
células, formada principalmente por prolongamentos neuronais (dendritos e
axonios), formam o neuropilo.

As células da glia ou neuroglia sdo células que continuam com a
capacidade de divisdo e tem funcbes de suporte, revestimento, isolamento,
modulagao de atividade neuronal e defesa (macrofagos).

Os astrécitos sdao as maiores células gliais, abundantes e atuam
auxiliando no metabolismo de neurotransmissores, retirando-os da fenda
sinaptica; agem na manutencao dos niveis adequados de ions, principalmente de
potassio no meio extravascular, para evitar despolarizagdes por acumulo; regulam
a troca de nutrientes para areas mais ativas; influenciam a formacdo de memoria
e fazem parte da barreira hemato-encefélica (BHE), regulando seletivamente a
passagem de substancias da corrente circulatéria para o neurénio (Nicholls et al,

2001) Existem 2 tipos: os protoplasmaticos na substancia cinzenta e os fibrosos
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na substancia branca. Os nucleos dos astrocitos sdo grandes, ovdides e
fracamente corados.

Os oligodendrécitos siao menores do que os astrécitos, mais
abundantes, possuem nucleo irregular e coram-se intensamente (Kierszenbaum,
2004). Tem como funcdo principal formar a bainha de mielina dos axénios e
também podem formar pés vasculares na BHE (Nicholls et al, 2001). Cada
oligodendrécito pode envolver varios ax6nios, enquanto que as células de
Schwann do SNP recobrem um dnico axénio (Kierszenbaum, 2004). As
microglias sdo pequenas, alongadas, com nucleo de contorno irregular e atuam
principalmente como células fagociticas. As células ependimarias formam o
revestimento da superficie dos ventriculos laterais, arqueduto cerebral e canal
medular (Nicholls et al, 2001).Durante o desenvolvimento, o epéndima juntamente
com a piamater formam o plexo cordéide, presente no teto do 3° e 4° ventriculos e
nos ventriculos laterais, sendo responsaveis pela producdo do liquido encéfalo-
raquidiano (LCR). O LCR é um fluido claro, incolor, preenche o sistema ventricular
e canal medular e funciona como uma protecao hidraulica, meio de sustentacao e
nutricdo do tecido nervoso (Banks, 1991). Diferenciar microglia, astrécito e
oligodendrdcito € dificil com as técnicas histoldgicas de rotina. Para diferenciacéo
de células gliais sdo geralmente usadas técnicas de imunocitoquimica e

impregnacao argéntica (Kierszenbaum, 2004).

NP

q

Figura 5: Cortex do cérebro. Coloracao de Perls. Setas: preta- neur6nio; vinho-
astrocito; amarela- oligodendrécito; NP- neurépilo. Barra: 20um.
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O principal desafio na administracdo de agentes para o sistema nervoso é
ultrapassar a BHE sem alterar sua integridade, por meio da endocitose (Kreuter,
2005; Jain, 2006) e/ou com o uso de ligantes especificos para interagir com
receptores da BHE, mediando a transcitose (Kreuter, 2005; Kabanov & Batrakova,
2004). Os principais fatores que dificultam a ultrapassagem de moléculas para o
SN sao os transportadores de efluxo da BHE (Kabanov & Batrakova, 2004),
atividade fagocitica do sistema reticuloendotelial, proteinas de opsonizacao
(Lockman et al 2002; Roney et al. 2005), sobreposicédo de células que a compde e
pouco espaco intra e intercelular. Histologicamente a estrutura da BHE é
constituida por células endoteliais especiais sem fenestras e seladas com tight
junctions, cobertas com pericitos e prolongamentos dos astrécitos (Fig. 6). As tight
junctions entre as células endoteliais da BHE possuem uma resisténcia elétrica
transendotelial muito alta de 1500-2000 Qcm?, se comparada com a resisténcia
transendotelial de 3-33 Qcm? dos outros tecidos (Misra & Shah, 2003).

neuran lipid
soluble

astrocyte

endothslium
whilh
ight jueclions

intercellular

r claft passage
pericyte

Figura 6: Comparacao esquematica entre capilares normais (direita) e do cérebro
(esquerda). (Misra & Shah, 2003)

Porém, algumas regides do SNC nao apresentam células endoteliais
classicas da BHE, mas tem microvasos similares aos vasos da periferia. Estas
areas sao adjacentes aos ventriculos cerebrais e sdo chamados de 6rgaos
circunventriculares (OCV). Os OCVs incluem o plexo cordide, a eminéncia média,
neurohipéfise, glandula pineal, organum vasculosum da lamina terminalis, 6rgaos
sufornical e subcomissural e area postrema (Fig. 7). Nestas regides, os capilares

sao mais permeaveis aos solutos (Misra & Shah, 2003).



34

OVLT -organum vasculosum lamina
terminalis
CP-choroid plexus
ME -median eminence
MH-neurohypophysis
SFO-subfornical organ
SCO-subcommissural organ
PG-pineal gland
, AP-area postrema

from Weind|

Figura 7: Localizacao dos 6rgaos circunventriculares (OCV) — esquema do
corte sargital médio do cérebro humano (Bickel et al, 2001).

1.5. Nanoneurotecnologia

Existem varias dificuldades para aplicacdo de qualquer tipo de droga
neuroespecifica e as principais sao: (a) ultrapassar a BHE sem alterar
significativamente sua integridade, ao ponto de deixar o SN desprotegido; (b)
determinar varidveis que influenciem nos diferentes tipos de respostas dos
pacientes e controlar a quantidade, metabolismo e efeitos adversos, capazes de
provocar o efeito desejado com menores doses e custos.

Por causa destes motivos entre outros, muitas pesquisas estdo sendo
desenvolvidas e uma excelente opcdo para auxiliar neste propdsito é a
nanotecnologia.

A nanotecnologia em neurociéncia é aplicada em dois tipos de pesquisas:
(a) pesquisa basica para a investigacao dos processos moleculares, celulares e
fisiolégicos e (b) pesquisa clinica direcionada em limitar e reverter estados
neuropatolégicos (Tabela 1).
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Tabela 1: Aplicac6es da Nanotecnologia na neurociéncia basica e clinica.

Nanotecnologia Aplicacoes

Neurociéncia basica

Deposigao molecular e modelagem Estudo de comunicacdo celular e

litografica de moléculas neuronais sinalizagdo, sistemas de testes para
especificas com resolucao drogas e outras moléculas.
nanométrica

Microscopia de forga atbmica | Interacdo, gravacdao e/ou estimulacao
(medicdo molecular de superficies | de neurdnios a nivel molecular

funcionais)

Quantum dots Alta resolucao espacial e temporal de

imagens;

Neurociéncia clinica

Redes de nanofibras e peptideos de | Diferenciacdo neuronal de células

auto-montagem progenitoras; regeneragao neural

Derivados de fulerenos Neuroprotecgao, limitando os efeitos de
radicais livres apdés lesao

Nanogéis de polietilenoglicol e | Transporte de farmacos e pequenas
polietilamina;  nanoparticulas  de | moléculas através da barreira hemato-

polibutilcianoacrilato encefalica

Fonte: Silva, 2006a

Atualmente alguns nanomateriais estdo sendo desenvolvidos e a partir
destes, caracteristicas estdo sendo definidas para aperfeicoar a especificidade ao
SN. Para nanoparticulas, por exemplo, cargas de superficie, tamanho e
composicao da cobertura influenciam na alteracdo de permeabilidade da BHE,
toxicidade e distribuicdo. Testes com nanoparticulas carregadas demonstraram
que a carga neutra e baixa concentracdo de carga anibnica obtiveram os
melhores resultados como carreadores e distribuicdo no tecido e alta carga
catibnica tem efeito téxico imediato na BHE (Lockman et al 2004; Cengeli et al,
2006; Saito et al, 2006). Em compensacao, um mesmo artigo que descrevia um

aumento da citotoxidade com moléculas catidnicas, afirmava biocompatibilidade
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com cobertura de aminoPVA (polyvinyl-alcohol+) (Cengeli et al, 2006). Quanto ao
tamanho da nanoparticula, o melhor é abaixo de 100nm para o tecido nervoso
(Gao & Jiang, 2006). Referente a composi¢ao da cobertura, um dos objetivos é
induzir o revestimento das NMs por proteinas fisiolégicas, como por exemplo,
proteinas de transporte do plasma como as apolipoproteinas B e E. Estas
proteinas sao ligantes do receptor LDL das células endoteliais da BHE,
promovendo endocitose (Silva, 2006a; Kreuter, 2005). Para o mesmo propésito de
camuflagem por proteinas fisiologicas, varios tipos de coberturas foram usados,
como aminoPVA (Cengeli et al, 2006), dextrana (Jain, 2006) e polisorbato-80,85
(Schroeder et al, 1998a,1998b; Kreuter, 2005; Silva, 2006a). Nos estudos
realizados pelo grupo de pesquisas da UnB, foi demonstrado que existem
nanoparticulas que nao atingem o tecido nervoso, como o fluido magnético com
nanoparticulas de magnetita recobertas com DMSA (Chaves, 2002) e outras em
gue acontece o contrario, como no fluido magnético com nanoparticulas de ferrita
de cobalto cobertas com citrato (Kickelhaus et al, 2003).

A Nanoneurotecnologia ainda esta nos estagios iniciais devido as
complicacdes referentes ao desenvolvimento de equipamentos e nanomateriais
para aplicacdes bioldgicas, conhecimento fisiolégico, celular e molecular do SN e
complexidade associada as interagbes e efeitos de nanoestruturas com as células
da BHE, células neurais e gliais do SN (distribuicao e compatibilidade). As
aplicacbes das NMs na neurociéncia atualmente sdo para: (a) contraste em
diagnéstico de microtumores na ressonancia magnética, (b) hipertermia no
tratamento de tumores e (c) carreadores de farmacos.

O crescente desenvolvimento da nanotecnologia em diversas areas podera
desenvolver novas aplicacbes direcionadas para a neurologia, tanto para
desvendar o mistério do funcionamento do SN, prevencdo e tratamento de
patologias e até na exploracao e melhoria das faculdades mentais.

A finalidade desta dissertacdo é analisar histologicamente e ultra -
estruturalmente as possibilidades de distribuicdo e potenciais de alteracdes de
PAM no SNC.
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2. Justificativas

O interesse pela nanotecnologia surgiu principalmente por ser uma ciéncia
nova e com grande potencial de pesquisa nas mais diversas areas. Especificando
para a biologia e na linha de pesquisa em nanobiomagnetismo, a intencédo deste
projeto de mestrado foi desenvolver pesquisa de base a partir da dissertacdo
sobre biodistribuicao histolégica e ultra-estrutural de nanoparticulas magnéticas
de 6xido de ferro artificiais no sistema nervoso de mamiferos.

A dissertacao esta baseada em estudos histolégicos, os quais avaliaram se
o PAM ¢é capaz de ultrapassar barreira hemato-encefalica (BHE) e atingir o
sistema nervoso central. Entendendo que varias caracteristicas das NMs
interferem na permeabilidade da BHE, o PAM sera testado quanto: (a) capacidade
de ultrapassar a BHE; (b) distribuicdo pelo tecido nervoso (substancia cinzenta e
branca); (c) interiorizacdo celular (hemaceas, fagécitos e células do tecido
nervoso) e citolocalizagédo; (d) regides com tendéncia de maior concentracdo e

potenciais efeitos tdxicos.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo principal

A presente dissertacdo apresenta como objetivo estudar a
biocompatibilidade dos polimeros de albumina magnéticos em tecido nervoso de
mamiferos.

3.2. Objetivos especificos

- Caracterizagao estrutural do PAM, ou seja, morfologia e diametro modal

das microesferas e das nanoparticulas que compéem as amostras;

- Verificar se 0 PAM é capaz de ultrapassar a barreira hematoencefalica e

distribuirem-se no tecido nervoso, a partir da administracao intraperitoneal;

- Anadlises histolégicas e ultra-estruturais da distribuicdo, localizacdo e
possiveis alteracoes provocadas pelo PAM no encéfalo (cérebro, tronco
encefalico e cerebelo), medula espinhal e sangue.
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4. Materiais e Métodos
4.1. Amostra

O fluido magnético utilizado é constituido por nanoparticulas de
maghemita, obtidas por condensacgéo quimica de sais de Fe ** e Fe ** em meio
alcalino (Sadeghiani, 2004) resultando em uma concentragdo média de
nanoparticulas de ferro de 2,28 x 10'® por mL. Este fluido foi estabilizado e
neutralizado com albumina do soro bovina e a seguir liofilizados. Posteriormente
as NM foram diluidas em soro fetal bovino (BSA) na concentragdo de 5mg/mL, o
que corresponde em média de 2,46 x 10" nanoparticulas de ferro por miligrama
(Tedesco, comunicacéo pessoal).

As amostras foram produzidas e cedidas pelo Dr. Paulo César Morais do
Instituto de Fisica, Nucleo de Fisica Aplicada da Universidade de Brasilia (UnB) e
pelo Dr. Anténio Carlos Tedesco, do Departamento de Quimica, do Grupo de
Fotobiologia e Fotomedicina, da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de
Ribeirdo Preto — USP.

4.2. Animais

A utilizacdo dos animais foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso Animal
(CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (IB) da Universidade de Brasilia —
CEUA/63-IB-UnB.

Foram usados camundongos (Mus musculus ) fémeas, ndo isogénicas,
com idade média de 2 meses e da linhagem Swiss (Fig. 8), obtidas do biotério da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras da Universidade de Sao Paulo, Ribeirao
Preto.

Foram mantidas no Biotério do Laboratério de Genética em ciclo
claro/escuro (12 horas cada) com racao e agua ad libitum. Usou-se um total de 80

animais entre controles e tratados para analises histologicas e ultra-estruturais.
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Figura 8: Espécie e linhagem de camundongo utilizado na dissertacao.
(MGR, 2006).

4.3. Tratamentos

Os animais receberam injecdo unica intraperitoneal (IP) de 100ul de BSA
para os controles (n=1 por tempo) e 100ul de amostra de PAM nos tratados (n=3
por tempo, para testes histolégicos e ultra-estruturais). Os animais foram sedados
com éter e mortos por deslocamento cervical nos seguintes tempos: 30 minutos, 6
horas, 12 horas (iniciais); 24 horas, 48 horas (intermediarios); 7 dias, 15 dias e 30

dias (tardios) apos o tratamento.
4.4. Coleta de tecidos

Os tecidos coletados para microscopia de luz e eletrbnica de transmissao
foram o encéfalo (cérebro, cerebelo), a medula espinhal (Fig. 9) e sangue. Foram

8 regides e tecidos diferentes por tempo.
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Regides Seccionadas:
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- Bulbo Olfatdrio; - Cortex Temporal: -Cerebelo:
- Cortex Frontal; - Diencéfalo; - Tronco Encefalico;

-Medula
Figura 9: Esquema das regioes seccionadas do SN de camundongo para a
dissertacao.
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4.5. Estudos Histolégicos

4.5.1. Microscopia de Luz

Os tecidos coletados foram fixados na mistura fixadora de Davidson
(glicerina, formol 37-40%, alcool 95%, agua destilada e acido acético) por 10
horas, desidratados em alcool com concentracao crescente de 70-100% (1 hora
cada, repetindo com alcool 100%), diafanizados com xilol e emblocados em
parafina (Barbosa, 2004).

Ap6s o processamento, os blocos de parafina foram cortados em
espessura média de 5um de espessura e 0s cortes semi-seriados colocados em
laminas na estufa por 2 dias a 37°C, para secagem e aderéncia. Os cortes foram
corados e visualizados nos microscopios Axioskop e Axiophot da Zeiss e
fotodigitalizados pelos programas Pixelview Station TV 4.12 e ImagePro Plus 5.1,
respectivamente.

Para a coloragcdo com hematoxilina e eosina (H&E), as laminas foram
tratadas com xilol em 3 solugdes diferentes (1 minuto cada), para retirar a
parafina. Os cortes foram rehidratados em gradientes de alcool: 100% (3x 1
minuto cada), 90-70% (1 minuto cada). A coloracao foi realizada em hematoxilina
1 minuto, banho em agua corrente e eosina por 2 minutos. Em seguida foram
lavadas novamente, desidratadas por segundos em solucdes de alcool crescente
70-100% (3 vezes) e novamente diafanizadas com xilol (3 solugdes diferentes, 1
minuto cada).

O azul prussiano ou azul da Prussia é uma coloracdo para visualizar
pigmentos férricos, e é associada com a coloragdo de vermelho rapido nuclear,
diferenciando em vermelho e rosa os nucleos e citoplasmas, respectivamente, e
em azul os pigmentos férricos. A solugdo de Perls possui solucao aquosa de
ferrocianeto de potassio a 10%, reagindo com Fe*® (Lillie, 1965; Kiickelhaus, et al,
2004) formando o ferrocianeto férrico de cor azul brilhante. Quando os ions de
ferro estdo associados a Oxidos (nanoparticulas de ferro) ou como ferrihidratos
presentes nos “cores” de ferritinas (hemossiderina e neuromelanina), o
agrupamento ou “clusters” destas formas podem aparecer como pigmento

marrom.
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As laminas foram tratadas com 3 solugdes de xilol (1 minuto cada),
rehidratadas em concentragdes decrescentes de alcool 100% (3 vezes), 90-70% e
agua destilada (1 minuto cada). Em seguida foram coradas com solucao de Perls
(20 minutos), lavadas em agua destilada, coradas com vermelho nuclear rapido (3
minutos), lavadas novamente, desidratadas em solu¢des de alcool crescente 70-
90% e 100% (2 vezes) por segundos e novamente diafanizadas com xilol (3

solugdes diferentes, 1 minuto cada).

4.5.2. Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Os tecidos foram coletados e fixados por 4-6 horas em solu¢cdo Karnovsky
(glutaraldeido 2%, paraformoldeido 2%, sacarose 3% em tampao cacodilato de
sédio 0,1M, pH 7,2). Apbs, os Orgaos foram processados para microscopia
eletrénica, com protocolo adaptado para tecido nervoso, devido a dificuldade de
infiltracao da resina Spurr na substancia branca da medula espinhal.

Os tecidos foram lavados 3 vezes por 15 minutos em tampao cacodilato de
sédio (0,1M, pH 7,2) e pds fixados em capela com tetroxido de ésmio 1% e
ferricianeto de potassio 0,8% por 1 hora no escuro. Em seguida o material foi
lavado novamente com tampéao cacodilato por 15 minutos, 3 vezes, e com agua
destilada. A contrastacdo in block foi realizada com acetato de uranila 0,5%
diluido em agua, por no minimo 2 horas na geladeira. Em seguida lavou-se com
agua destilada por 2 vezes e depois o material foi desidratado em gradientes de
acetona de 30%, 50%, 70%, 90% por 15 minutos cada e com acetona 100% por
10 minutos, 2 vezes. A infiltracao gradual foi com acetona 100% e resina Spurr na
proporcao 4:1 respectivamente, depois por 3:1 (6 horas), 2:1 (12 horas), 1:1 (24
horas), 1:2 (24 horas) e resina pura por até 6 horas com as tampas dos
eppendorfs abertas para evaporacao da acetona residual.

A inclusdo do material foi feita com resina pura em formas de silicone e os
fragmentos identificados, inclusive em ata de controle do laboratério de
Microscopia Eletrdnica, ficando em estufa de 60°C em média, por no minimo 2
dias para polimerizagdo. Depois, com os blocos prontos, foram aparados com
lima e em ultramicrétomo (Reichert, modelo Supernova), feitos cortes semifinos

de 1um de espessura e corados com azul de toluidina para visulizacdo em
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microscépio de luz e escolha das regides de interesse. Apds, foram feitos cortes
ultrafinos (70-90nm de espessura) de coloracéo prata a dourado, colocados sobre
telas de cobre de 200 mesh, contrastados com acetato de uranila 2% por 40
minutos e citrato de chumbo por 15 minutos. Depois de 1 dia em média, eram
analisados em MET (Jeol JEM 1011) e fotodigitalizados com sistema de aquisicao
de imagens UltraScan — software Digital Micrograph 3.6.5 (GATAN, EUA).

Para a caracteriacdo das amostras de PAM, estas foram processadas de
duas formas:

(a) Solubilizadas em agua destilada ou soro fisiolégico para visualizacao
das microesferas e;

(b) solubilizadas em tampao fosfato com pH 2,6 para as nanoparticulas. A
acidificacdo da solucdo neste caso foi para aumentar a dispersao das
nanoparticulas (Vianna, 2006) e facilitar a contagem, porque quando solubilizadas
em BSA (forma utilizada para administracdo nos camundongos), formavam
aglomerados que inviabilizavam a contagem do didmetro modal. Em pH acido a
dispersao € facilitada por aumentar a repulsdo entre as nanoparticulas e por
desnaturar (dependendo do tempo de exposicao) os polimeros de albumina e
romper as ligacdes éster entre ambos.

Apo6s, o PAM foi fotografado em MET e mensurados os diametros das
microesferas e nanoparticulas (n=500) por computador pelo programa ImagePro
Plus 5.1 (Silveira, 2006).
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5. Resultados

5.1. Caracterizacao das Amostras

O PAM foi caracterizado em morfologia e tamanho por MET. Através desta
técnica, por observacao direta das imagens foram determinados o diametro fisico
das microesferas, nanoparticulas e a lei de distribuicdo dos didmetros (didmetro
modal) com ajuste para a polidispersdao segundo uma lognormal (Silva, 2006b).

Duas amostras de lotes diferentes, mas teoricamente com as mesmas
caracteristicas, foram utilizadas. A amostra 1(Figs. 10 e 11) foi utilizada nos

tecidos para microscopia de luz e amostra 2 (Figs. 13 e 15) nos tecidos para MET.

5.1.1. Amostra 1: Tamanho das Nanoparticulas

Figura 10: Amostra 1 - Micrografias em MET das nanoparticulas demonstrando a
variabilidade de tamanho. (A)40.000 X; (B)100.000X (C)150.000X; (D)200.000X.0O
tempo de exposicao ao pH acido foi de 2 dias (perda da albumina).
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Figura 11: Amostra 1 - Micrografias em MET das nanoparticulas. (A)100.000 X;
(B)100.000X (C)100.000X. O tempo de exposi¢do ao pH &cido foi de 30 minutos
(desnaturacéo parcial da albumina, caracterizada como uma matriz esponjosa ).

A observacao direta da amostra 1 demonstrou que as nanoparticulas sao
aproximadamente esféricas e apresentam polidispersdo no tamanho, variando de
154nm a 4nm (Figs. 10 e 11). O histograma e o grafico de ajuste de polidispersao
dos dados do mesmo (Fig. 12) mostram um didmetro modal (Dy) de 9,2nm e
desvio (c) de 0,34.
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Figura 12: Histograma de distribuicdo dos didmetros das nanoparticulas da
amostra 1. A linha cheia representa o melhor ajuste para a polidispersao segundo
uma lognormal (Eléi M.T.,IF- UnB, comunicacao pessoal).
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Para esta amostra ndo foi mensurado o didametro modal das microesferas
porque formavam aglomerados nao individualizados de dificil caracterizacao. A
amostra foi preparada de 2 formas em pH acido, variando apenas o tempo de
exposicao, resultando na visualizacdo apenas das nanoparticulas na Figura 10 (2
dias) e das nanoparticulas com matriz de albumina parcialmente desnaturada na

Figura 11 (30 minutos).

5.1.2. Amostra 2: Tamanho das Microesferas e Nanoparticulas

Para a amostra 2 foram caracterizados as microesferas (Fig. 13) e
nanoparticulas (Fig. 15). A amostra 2 foi modificada para resolver problemas de
diluicdo e aplicagdo in vivo, presentes na amostra 1. As modificagbes

basicamente alteraram os tamanhos modais das microesferas e nanoparticulas.

il
Figura 13: Amostra 2 - Fotografias em MET das microesferas, 200.000 X.
(Figueiredo L.C., IF-UnB, comunicagao pessoal).
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Figura 14: Histograma de distribuicdo dos diametros das microesferas da
amostra 2.
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Com base no histograma para microesferas (Fig. 14), as mesmas
apresentam diametro modal (Dy) de 73 nm e desvio (o) de 0,37.

O histograma apresenta a linha de ajuste com o maximo um pouco
deslocado para a esquerda porque existe um maior numero de microesferas
nesta regido. As trés particbes no final do histograma sdo baixas porque
apresentam poucas microesferas com diametros acima de 73 nm (Figueiredo,
L.C., comunicagéo pessoal).

Figura 15: Amostra 2 — Fotografias de MET das nanoparticulas. (A)300.000 X;
(B)500.000X.
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Figura 16: Histograma de distribuicdo dos didmetros das nanoparticulas da
amostra 2 (Figueiredo, L.C., comunicagao pessoal).
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A partir dos dados obtidos da Figura 15, demonstrou-se que as
nanoparticulas sdo aproximadamente esféricas e mais monodispersas em relagao
a amostra 1. O histograma e o grafico de ajuste de polidispersao da amostra 2
(Fig. 16) mostram um diametro modal (Dy) de 8,9 nm e desvio (o) de 0,25,

aproximadamente.
5.2. Analise Histologica dos tecidos

Dos tecidos nervosos coletados para o estudo foram realizadas analises
histolégicas em microscopia de luz com aumentos que variam de 20x a 100x nas
coloragdes de H&E e Perls. A partir da histologia fez-se dois graficos de
distribuicao do ferro nas duas formas possiveis: (a) pigmento férrico, de coloragéo
marrom (H&E e Perls) (Grafico 1); (b) ferrocianeto férrico (jons de Fe*®) de
coloragao azul (Perls) (Gréafico 2). Estes graficos foram feitos de forma subijetiva,
quantificando as intensidades de ocorréncia do pigmento férrico e do ferrocianeto
férrico (jons de Fe*®), por nimeros de cruzes. Por exemplo, controles: 0 a 1 cruz
(neurbnios com granulos de neuromelanina (Fig.4)), tratados: acima de 2 cruzes
variando em funcao do numero de fotografias com marcacdes positivas para cada
tempo e tipo celular.

Como primeiro resultado confirma-se a capacidade de PAM ultrapassar a
BHE e atingir diferentes regides do SN desde o plexo coréide, neurdpilo e todos
os tipos celulares. Os tipos celulares incluem as hemacias, células da BHE,

células ependimarias e plexo cordide, células da glia e neurdnios.
(A) Pigmento Férrico

O pigmento férrico observado pode representar duas possibilidades: (a)
PAM nos tempos iniciais e/ou; (b) aglomerados de ferritinas, que podem ter 2
origens: metabolizagdo de PAM nos tempos mais tardios e fisiolégica.

O pigmento férrico esta presente dentro das células como aglomerados
citosolicos e como Uunica excecdo, disperso no intersticio do plexo coroide.
Predomina nas hemacias e neurdnios da substancia cinzenta, e nas células da

glia da substancia branca.
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Grafico 1: Distribuicado de pigmento férrico no SN apés tratamento com PAM em
funcéo do tempo e tipos celulares.

A evolucdo da ocorréncia do pigmento aparentemente segue um padrao
(Grafico 1), ou seja, comeca nas hemacias atingindo um pico de 12 horas,
seguido da resposta dos outros tipos celulares. Em primeiro as células da glia,
depois pelas células ependimarias e do plexo corbide como uma segunda
resposta, e por ultimo pelos neurbnios. A primeira resposta das células do plexo
estd em concordancia com o surgimento nas hemacias. O mesmo padrdo é
semelhante apds o segundo pico das hemaceas com 7 dias.

Em comparacdo com os controles, nenhuma alteracao patolégica como
infiltrados inflamatérios, ou qualquer tipo de degeneracdo ou modificacdes
celulares foram detectadas, exceto pela presenca de pigmento férrico nas células
dos tecidos tratados com PAM, que serdo discriminadas a seguir.
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As hemacias foram o principal tipo celular com pigmento férrico e a maior
quantidade destas nos capilares, ocorreu com 12 horas (Figs. 18 19), decaindo
em seguida e subindo novamente com 7 dias (Fig. 20B), (Gréfico 1). Os principais
locais nos quais foram visualizados capilares com mais hemacias com PAM foram
o cortex cerebral (Figs. 17A, 18B, 19B), cértex do cerebelo (Fig. 19A), cértex da
medula (Fig. 18A) e regides dos OCV (Fig. 17B). Aparentemente nédo foi notada
nenhuma alteracdo morfolégica nas hemacias com o pigmento férrico, em
comparacgdo com os controles (Fig.20 A1, A2).
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Figura 17: Hemaceas com pigmento férrico, H&E, - (A) Capilar do cortex, (B)
Capilar do plexo coréide. 30 minutos. Barra: 50um.
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Figura 18: Hemaceas com pigmento férrico, Perls, 12 horas — (A) Transicao
entre substancia cinzenta (esquerda) e substancia branca (direita), capilares da
medula, Barra: 100um. (B) Capilar do cértex, Barra: 50um.
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Figura 19: Hemaceas com pigmento férrico — (A) Capilar do cerebelo, 12
horas; Perls; (B) Capilar do cérebro, H&E, 12 horas; Barras: 20um,

AR :4“",,' At AR T el

Figura 20: Hemacias — (A1) Controle, 30 minutos, H&E; (A2) Controle, 12 horas,
Perls; (B) Hemacias com pigmento férrico - Capilar do cérebro, H&E, tratado, 7
dias. Barra: 50um.
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Nao foi observada uma freqiiéncia elevada, mas quando as células da
BHE foram atingidas (Fig. 21), o pigmento férrico estava presente em célula
endotelial e pericito. Os poucos capilares em que foi possivel discriminar as
células da BHE com pigmento férrico foi no cerebelo (Fig. 21) e cortex do cérebro

(ndo demonstrado).
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Figura 21: Células da BHE com pigmento férrico —. Perls, 12 horas; Cel.
Endotelial (E), pericito (P); Barra: 20um.

As células ependimarias (Fig. 22) e do plexo coréide (Fig. 23) com
pigmento férrico comegam a aparecer no mesmo tempo em que surgiu nas
hemacias, decaindo em seguida e subindo novamente até atingir os 2 picos apés
0s picos das hemacias (Grafico 1). Com 1 dia ap6s o tratamento, foi observada a
presenca de aglomerados marrons como o pigmento férrico no intersticio do plexo
coroide (Fig. 24), indicando a presenca de PAM ainda nao interiorizado pelas

células.
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Figura 22: Células Ependimarias com pigmento férrico, Perls — (A)k Célula da
Piamater, 6 horas; (B) Célula do canal medular, 2 dias. Barra: 20um

A

B

Figura 23: Células do Plexo Cordide, Perls — (A)12 horas, (B)15 dias, Barra: 50

pm.

A

B

Figura 24: Intersticio do Plexo Cordide com Pigmento férrico, Perls, 1 dia —
Unico caso em que pigmento férrico ndo esta no interior das células. (A) Barra:

50um; (B) Barra: 20um.
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As células da glia acompanharam o padrdo ap6s os picos das hemacias,

mas aparentemente € o grupo com mais células apresentando o pigmento férrico

e por mais tempo. Estas células com pigmento férrico estdo presentes tanto na

substancia cinzenta, que pode ser na maioria astrécitos (Figs. 25A e 26), como na

branca, que neste caso, a maioria pode ser oligodendrécitos (Fig. 25B).

A

Figura 25: Células da Glia com Pigmento férrico — Perls, (A) 6hs; (B) 12hs.

Barra: 20um.

Controle

Figura 26: Células da Glia com Pigmento férrico — Perls, (A)1 dia, Barra:
50um; (B) 30 dias, Barra: 20pum.
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Os neurénios foram os Ultimos a responderem ao tratamento com PAM
aparecendo somente a partir das 12 horas, mas também acompanhando o padrao
apods o pico das hemacias (Fig. 27). Os neurbnios com maior quantidade de
pigmento férrico foram os neurénios menores da camada granular do cerebelo
(Fig 27A, B). Nos neurdnios do cortex do cérebro néo foi freqlente a visualizagéo
dos aglomerados de pigmento férrico e quando presentes eram pequenos e
estavam no citoplasma (Fig. 27C, D)

7'5‘{- ‘;-r Su -’r, o ." "uwu ’n
F L, N, T : o BT A b
o 0 el g .b..-— b 3
Camada“ e PP O LG
molecular A X7 ‘Ca-”lada D & Kot P N
< . .. granular S P
o '3 S 2 o )
\.u.’.\. o o !. e . | . A S
w'@, .. T ¥ . ‘, ‘ ¥ ‘.
ﬁ ;‘ﬁ ¢ ¥ " ' )

. % : ’ -. o ¥
sl b ' J = R et o
3 L
- - - ° o, wll | .
- "— & - ~ EEEEE—— by .A
5 ; g | o) R . B
& < L «
o
3 8
i
» '
: e | )
. .
Controle
I I !
C . D

Figura 27: Neurénios com Pigmento férrico — Perls, (A) Camadas do cerebelo,
(B) Neurbnios menores da camada granular, 12 horas; Neur6nios do cértex do
cérebro, (C)12 horas, (D) 2 dias. Barras: A: 100um, B,C,D: 20 pm
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(B) Ferrocianeto Férrico (ions de Fe*?)

Este pigmento é produzido artificialmente pela reacdo de ions férricos
(Fe*®) com ferrocianeto de potassio, produzindo uma coloracdo azul brilhante de
ferrocianeto férrico. Esta histotécnica é denominada azul prussiano ou coloragéao
de Perls (Lillie, 1965).

As origens do Fe*® em modelos biolégicos in vivo ou in vitro podem ser
fisioldgica, ou induzida pela adicdo de compostos ricos em ferro, neste caso o
PAM. Teoricamente o PAM apés ser introduzido nos camundongos, as NM seriam
metabolizadas e dissociadas apenas em Fe™ porque a composicdo é de

maghemita (y-Fe>03).

‘ jons de Fe*3

( ferrocianeto férrico)

- Cels ependimarias/ plexo
coroide;

Neurdpilo e intersticio;
- Neurdnios.

Ocorréncia

——f
30 6hs 12hs 1d 2d 7d 15d 30d

Tempos

Grafico 2: Distribuicdo de fons de Fe*™® (ferrocianeto férrico) no SN apds
tratamento com PAM em fung&o do tempo e tipos celulares.

O pigmento azul esta presente dentro das células do SN (células da BHE,
ependimarias, da glia e neurbnios) e principalmente no neurépilo, o que pode
sugerir a dissociacao do ferro das NM. Nao esté presente nas hemacias.

O padrao de ocorréncia do pigmento é semelhante para todos os tipos

celulares e regides alvos, ou seja, comega a partir de 30 minutos no neurépilo e 6
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horas apds tratamento, nas células, atingindo o maximo com 2 dias e em seguida
decresce. Comeca a reaparecer com 15 dias no neurépilo e com 30 dias nos
neurdnios. O aparecimento e o pico de ions de Fe™ sdo sempre apés o
aparecimento e picos de pigmento férrico, podendo indicar a metabolizagcdo do
PAM. Néao foi observada nenhuma alteragéo patolégica em comparagcdo com 0s
controles, a ndao ser a presenca de ferrocianeto férrico. A seguir estdo

discriminados os tipos celulares e regides alvos.

O Neurdpilo e Intersticio sdo as regides com maior quantidade de
ferrocianeto férrico no SN, principalmente no cérebro. fons de Fe*® comecaram a
aparecer com 30 minutos (Fig. 28) e atinge o pico com 2 dias, desaparecendo
com 7 e 15 dias, mas retornando com 30 dias em pouca quantidade (Fig. 29).

Cc

™
Figura 28: Progressao do aparecimento de ferrocianeto férrico no neurépilo
do cérebro. (A) 30 minutos; B) 12 horas, (C) 1 dia. Barras:20um.



58

Controle T S

Figura 29: Neurépilo com ferrocianeto férrico no cérebro, — (A) Aglomerado
de PAM com aproximadamente 30um de diametro, 2 dias; B) lons de Fe*
dispersos e ao redor de neurdnios, 2 dias; (C) 30 dias. Barras: 20um.
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Nas Células Ependimarias e Plexo cordide os ions de Fe*® apareceram
significativamente com 1 dia neste tipo celular, atingindo o pico em 2 dias (Fig. 30)

e desaparecendo nos tempos restantes.

Controle N

Figura 30: Célula Ependimaria e do plexo cordide com ferrocianeto férrico —
(A) No canal medular, 2 dias; (B), (C) Células do plexo coréide, 2 dias. Barras:
A,C: 20um, B:50um.
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Nas Células da Glia e BHE, acompanhando o mesmo padrao, o pico de

Fe*3 acontece com 2 dias, ndo sendo observado nos demais tempos (Fig. 31).

o

Figura 31: Células da glia com ferrocianeto férrico — (A) 1 dia; (B) Células da
BHE, 1 dia; (C) 2 dias; (D) Células da glia e neurdpilo, 2 dias. Barras: 20pum.

fons de Fe™ comecaram a ser visiveis nos neurdnios com 12 horas (Fig.

32 A) assim como para o pigmento férrico, atingindo o pico com 1 dia (Fig. 32B,

C). Nos tempos seguintes decresce, nao aparecendo para 7 e 15 dias, mas

reaparecendo com 30 dias (Fig. 32D). Neste tempo, o pigmento de ferrocianeto

férrico aparece no citoplasma dos neurdnios com acumulagéo variavel e granular,

préximo ao nucleo e proeminente em um dos pélos do corpo celular.
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G
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Cc

Figura 32: Neuronios com ferrocianeto férrico — (A) 12 horas, proximo ao cone
de implantacao do neurénio do cortex cerebral; (B) e(C) 1 dia; (D) 30 dias. Barras:
20um. G: célula glial.
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5.3. Analise Ultra-estrutural dos tecidos

Confirmada a capacidade de PAM ultrapassar a BHE, foi necessario definir
a distribuigcao e localizagao nas células atingidas.

As principais localizagdes de PAM nos diferentes tipos celulares do SN
foram as organelas citoplasmaticas com membranas bioldgicas (vesiculas
endociticas, corpos multivesiculares, peroxissomos/lisossomos, reticulo
endoplasmético, complexo de Golgi, mitocondrias, bainhas de mielina,
membranas nucleares, vesiculas sinapticas e fagossomos) e sem membranas
biolégicas (lipofucsina e cisternas).

Alteragbes provavelmente provocadas por PAM foram visualizadas apenas
em bainhas de mielina, axénios e mitocéndrias.

As vesiculas endociticas possuem uma membrana e sao formadas
quando alguma molécula ou nutriente é interiorizado via receptor. Esta organela
com PAM foi vista apenas em fagécitos como mondcitos (Fig. 33) e microglia do
SN (Fig. 34), e em células da BHE, principalmente nas células endoteliais (Figs.
35, 36) nos tempos iniciais.

Figura 33: PAM em vesiculas endociticas (Setas) de um prolongamento de
monacito no capilar do cerebelo — (A) 30 minutos, 12k; (B) 80k
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Figura 34: Vesicula Endocitica com PAM em micréglia (M) no diencéfalo, 30
minutos. — (A) 10K; (B) 50K; (C) 200 K.

Figura 35: Vesiculas Endociticas com PAM em BHE no diencéfalo, 30
minutos. — (A) 20K; (B) Célula endotelial, 150K; (C) Célula da glia, 150k.
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Figura 36: Vesicula Endocitica com PAM em célula endotelial da BHE, na
medula, 30 minutos. — (A) 15K; (B) 120K. (H) hemacia, (P) pericito.

Os corpos multivesiculares sdo um tipo de endossomo tardio e tais
estruturas com PAM foram vistas em células da glia (Fig. 37) e neur6nios (Fig.
38), todos em tempos iniciais.

Figura 37: Corpos multivesiculares com PAM, em células da glia. -
Diencéfalo, 30 minutos. (A) 120K; (B) 400k. Cortex frontal, 6 horas: (C) 80k.
Setas: brancas: vesiculas com NM; pretas: pequenos aglomerados de NM. (M)
mitocondria.
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Figura 38: Corpos multivesiculares em neurénio do diencéfalo, 6 horas. — (A)
25K; (B) 300K. Setas: vesiculas com NM, N: nucleo.

Peroxissomos ou Lisossomos, sem a utilizagdo de métodos imuno ou
histoquimicos, ndo foi possivel discriminar entre cada uma destas organelas
porque morfologicamente sdo parecidas, ambas contendo uma membrana lipidica
e conteudo levemente eletrondenso. Também estdo envolvidas em processos de
degradacgdo por apresentarem atividades enzimaticas. Estas organelas contendo
PAM (Fig. 39) foram observadas préximas ao nucleo e regides com reticulo

endoplasmatico, nos tempos iniciais.

T i

Figura 39: Peroxissomo ou lisossomo com PAM em células da glia,
diencéfalo, 30 minutos. — (A) 60K; (B) 150K. Setas: PAM; RE: reticulo
endoplasmatico, M: mitocéndria, N: nucleo.
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A fusao entre lisossomo e endossomo com PAM nao foi visualizada
frequentemente, mas presente em tempo inicial. O lisossomo € originado do
complexo de Golgi e neste caso, estd se fundindo com uma vesicula endocitica

(Fig. 40) para posterior formagdo de corpos multivesiculares e endossomos

tardios.

Figura 40: Fusao entreenossomo e lisossomo com PAM, em célula do
diencéfalo, 30 minutos. — (A) 25K; (B) 120K; (C) 300k. Setas: NM/PAM.
G: complexo de Golgi; N: nucleo; L: lisossomo; E: endossomo.

A visualizacao de NM no Reticulo Endoplasmatico Liso, Complexo de
Golgi e Membrana Nuclear ndo foi freqliente, mas ocorreram em tempo inicial
(12 horas, nao demonstrado) e intermediarios (1 e 2 dias) (Fig. 41) para o reticulo
endoplasmatico e membrana nuclear e em tempo tardio (30 dias) para o

Complexo de Golgi e membrana nuclear novamente (Fig. 42).

Figura 41: Reticulo Endoplasmatico e
membrana nuclear com NM — Coértex frontal,
2 dias, 100k. N: nucleo; MN: membrana
nuclear; RE: reticulo endoplasmatico; M:
mitocondria.
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Figura 42: Complexo de Golgi com NM, Cerebelo, 30 dias — (A)80K

(B)100k. Setas: NM; G: complexo de Golgi; N: nucleo; MN: membrana nuclear.
Note a presenca de NM nas membranas e vesiculas proximas ao complexo de
Golgi.

Existem dois tipos de mitocondrias no SN, as sindpticas e as nao
sindpticas. A presenca de NM predominou em mitocéndrias sinapticas (Fig. 43A),
mas também esteve presente em mitocondria ndo-sinaptica (Fig. 43B), em tempo
inicial e intermediario.

Figura 43: Mitocondrias com NM; Cortex frontal. — (A) Mitocondria Sinaptica, 2
dias, 120K; (B) Mitocondria Nao-sinaptica, 30 minutos, 150k; Setas: NM.
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A Bainha de Mielina, cuja origem € dos oligodendrdcitos, foi uma das
principais estruturas que acumulou NM nos tempos iniciais. De 30 minutos a 6
horas (Fig. 44A) atingiu principalmente ax6nios menores, com 12 horas axénios
de diametro maiores (Fig. 44B, C) e a partir de 48 horas nao foi visivel
frequentemente. Também nestes tempos, mas principalmente com 30 minutos,

degeneracgdes da bainha de mielina foram vistas e serdo descritas em Alteracoes

Celulares.

Figura 44: Bainha de mielina com PAM.- (A) Cerebelo, 30 minutos, 50k; (B)
Cerebelo, 12 horas,150K; (C) cerebelo, 12 horas,100k. Setas: NM; N: nucleo de
neurdnio; M: mitocdndria; Ax: axonio.
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As Sinapses sao estruturas de comunicacdo quimica e elétrica entre os
neurénios. A presenca de PAM nas sinapses (Fig. 45) ocorre nos tempos iniciais
e intermediarios principalmente com 2 dias, e as localizagdes destas incluem o
citoplasma do botdo sinaptico (Fig. 46A), vesiculas sinapticas e terminais
sinapticos (Fig. 46B).

Figura 45: Sinapses com PAM, cértex temporal, 6 horas — (A)150K; (B)250k.
Setas: NM; VS: vesiculas sinapticas. Tamanho = das NM: 10nm.

Figura 46: Sinapses com PAM, cértex frontal, 2 dias — (A) Citoplasma do botao
sinaptico, 100K; (B) Terminal sindptico, 200k. Setas: NM; M: mitocdndrias; Ax:
ax6nio; VS: vesiculas sinapticas.
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Os Fagossomos sao estruturas multilamelares, resultantes da fagocitose
celular. Fagossomos com PAM foram observados em tempos iniciais, porém nao

foram freqUentes.

Figura 47: Fagossomo com PAM em citoplasma de célula do SN - Micréglia
do cortex temporal, 6 horas — (A) 12K; (B) 120K; Prolongamento celular, cortex
frontal, 6 horas — (C) 40K; (D) 250K. Ax: ax6nio. Setas: PAM/NM.

7

Lipofucsina é considerado o pigmento do envelhecimento, formado de

proteinas e lipideos nao digeridos. A presenca de NM neste material foi

visualizada com 6 horas, 2 dias e 7 dias, embora ndo tenha sido frequente.

20nm .

e -

Figura 48: Lipofucsina em neurénios com PAM. (A) tronco encefdlico, 6 horas
— 150K (B) cértex frontal, 2 dias — 100k. Setas: NM.
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As Cisternas sao estruturas tubulares presentes também nos
prolongamentos das células do SN. A presenca de PAM no interior de cisternas

foi vista com 2 dias nos dendritos (Fig. 49) e 30 dias também nos dendritos, mas
proximo as mitocéndrias sinapticas (Fig. 50).

- 2 R {

Figura 49: Cisternas em prolongamentos de neurénio, com PAM, cértex
frontal, 2 dias — 80K; D: dendritos; S: sinapse; Setas: PAM/NM.

Figura 50: Cisternas em sinapses de neuronio, com PAM, cerebelo, 30 dias-
(A) 80k; (B)120k. M: mitocondria; VS: vesiculas sinapticas; Setas: PAM/NM
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As Vesiculas Exociticas servem para excrecao de alguns metabdlitos. No
caso do ferro, existe um sistema no neurdénio em que a vesicula é formada no
corpo celular, deslocada por transporte axonal anterégrado e excretada pela
sinapse. O aparecimento de vesiculas exociticas com PAM ocorreu em
prolongamentos celulares em tempos tardios. Com 7 dias eram visiveis as
vesiculas ainda nos axénios (Fig. 51) e com 30 dias foi possivel ver a exportagéo
do conteudo da vesicula em uma sinapse com axénio (Fig. 52).

Figura 51: Vesiculas exociticas com NM em prolongamentos celulares,
diencéfalo, 7 dias — (A) 60K; (B) 60K; (C) 100k. M: mitocondria, VS: vesiculas
sindpticas, BM: bainha de mielina. Setas: vesiculas com NM.

Figura 52: Regiao de exocitose com NM no botao sinaptico, liberadas para
prolongamento neuronal, cortex frontal, 30 dias — (A) 50K; (B)150k. M:
mitocondria; VS: vesiculas sinpticas; Ax: Axénio. Setas: cisternas com NM.



73

O Nucleo foi mais um compartimento atingido pelo PAM, além das
organelas membranosas. O PAM foi encontrado de 2 formas: concentrado em
uma regidao do nucleo (Figs. 53, 54, 56,) ou com as NM dispersas (Fig. 55),
principalmente em regides de heterocromatina nos tempos iniciais e intermediério.

Figura 53: Nucleo de célula da glia com PAM concentrado, cértex temporal,
6hs — (A) Aglomerado de PAM de = 600 nm,10K; (B) NM de PAM com = 10nm,
100K; Ax: Axo6nio; M: mitocondria; N: nucleo; MN: membrana nuclear; C:
citoplasma; RE: reticulo endoplasmético; Seta: PAM.

Figura 54: Nucleo de linfécito com PAM, sangue, 2 dias — (A) 30K; (B) 120K;
Setas: microesfera e NM de PAM (fora do linfécito = 75nm). N: nucleo; C:
citoplasma; Nu: nucléolo; MN: membrana nuclear.
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Figura 55: NM de PAM, dispersas no nucleo — (A) Cerebelo, 6 horas, 120K (B)
Cértex frontal, 2 dias, 100k. C: citoplasma, M: mitocondria; Eu: eucromatina; Ht:
heterocromatina; MN: membrana nuclear; Setas: NM
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Figura 56: Nucleo de células da glia com PAM - Medula, 30 minutos (A) 50K;
(B) 150K; (C) 120K. Setas: PAM, esferas com = 30nm de didmetro. N: nicleo;
MN: membrana nuclear; Ht: heterocromatina; Eu: eucromatina; C: citoplasma; M:
mitocdndria; Ax: axénio.

by

As Estruturas Incomuns referem-se a presenca de estruturas
normalmente ndo presentes no SN, mas que possuem composicdo férrica,
podendo ser artificial ou uma resposta biol6gica incomum possivelmente em
resposta ao tratamento. As estruturas consideradas artificiais sdo as NM de PAM

introduzidas nos animais, e visualizadas sem associacdo com alteragdes
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morfolégicas. Estas NM no citoplasma apresentaram diametro dentro da média de
aproximadamente 10 nm (Fig. 57), formando aglomerados. Outras NM, de
ocorréncia rara, estavam isoladas e tinham didmetros muito maiores do que a
média, com aproximadamente 100 nm (Fig. 60).

As estruturas tidas como respostas biolégicas incomuns ao tratamento com
PAM séo: a) cristais dentro de organelas e b) particulas eletrondensas, revestidas
com membrana lipidica, semelhantes aos magnetossomos de bactérias
magnetostaticas.

A presengca de PAM ou NM dentro de organelas ou nucleos foi citada
anteriormente, porém, PAM também foi encontrado no Citoplasma
principalmente de hemacias (Fig. 59) e em células da glia (Figs. 57, 58). NM
isoladas e grandes foram encontradas em regides de axénios (Fig. 60A) e
dendritos (Fig. 60B).

Figura 57: PAM no citoplasma de célula da glia, Diencéfalo, 6 horas — (A)
80K; (B) 400K. Nanoesfera de PAM com = 75nm e NM com = 10nm. C:
citoplasma; RE: reticulo endoplasmaético; D: dendrito.
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Figura 58: PAM no citoplasma de célula da glia, Cértex temporal, 6 horas —
(A) 200K; (B) 400k. RE: reticulo endoplasmatico, C: citoplasma, D: dendrito.
Setas: NM com = 10 nm. Note que em A as NM estdo dispersas e em B estédo

aglomeradas.

Figura 59: Hemacias com PAM, Sangue, 2 dias — (A) 30K; (B) 300K; (C) 300K;
(D) 50K; (E) 80K. Note que PAM aparece em duas formas: semelhante ao modelo
da Fig. 1 com NM e matriz de albumina (B,D,E) e apenas as NM dispersas (C).
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Figura 60: NM isoladas com = 100nm de diametro, no neuroépilo, 30 minutos—
(A) Medula espinhal, 40K; (B) Diencéfalo 80K. Setas: NM; BM: bainha de mielina;
Ax: axbénio; M: mitocbndria; D: dendrito.

Os Cristais em organelas foram notados como a presencga de estruturas
com tramas de cristais dentro de organelas membranosas, porém, foram eventos
raros e presentes apenas nos animais tratados nos tempos iniciais e no cortex
temporal. As organelas que podem ter cristais sdo 0s peroxissomos, mas nestes
casos, em uma das organelas (Fig. 61B) NM estavam associadas e na outra a
caracteristica do cristal era diferente dos cristais normalmente vistos nos

peroxissomos (Fig. 61A).

S5 £ <k H
Figura 61: Cristais em organelas de células do SN no cértex temporal — (A)
30 minutos,100K; (B) 12 horas, 250K. RE: reticulo endoplasmatico; Setas:
cristais.
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Os Magnetossomos like sao estruturas semelhantes aos magnetossomos
de bactérias magnetostaticas e foram encontradas apenas em animais tratados
nos tempos iniciais e intermedidrios. Estas estruturas aparentemente tém uma
evolugao na formagédo e foram encontradas em regides de dendritos e axbnios
(Figs. 62, 63).

Figura 62: Estruturas semelhantes a magnetossomos — (A) Cerebelo, 30
minutos, 80K; (B) Medula espinhal, 30 minutos, 60k; (C) 200K. D: dendritos, M:
mitocondria; VS: vesiculas sinpticas; Ax: axénio; BM: bainha de mielina.

Figura 63: Estruturas semelhantes a magnetossomos — (A) Diencéfalo, 6
horas, 60k; (B) 150K; (C) Diencéfalo, 2 dias, 60k; (D) 200k. Ax: axbnio; M:
mitocéndria; BM: bainha de mielina.
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Alteracoes Celulares

Aparentemente, surgiram alteragdes pouco freqientes, e em componentes
celulares com estruturas lipidicas, incluindo mitocdndrias (Figs. 64, 65) e
prolongamentos celulares como dendritos (Fig. 66), axdnios mielinizados (Fig. 67)
e axdénios nao mielinizados (Fig. 68). As causas destas alteracées ndo estao
definidas, mas podem estar relacionadas ao PAM. Estas alteracbes estdo
presentes nos tempos iniciais (30 minutos e 6 horas), tempos intermediarios (2
dias) e tardios (30 dias).

Figura 64: Estruturas com PAM, em regioes de mitocéndrias. Diencéfalo, 30
minutos — (A) 25k; (B) 120K; (C) 40k; (D) 200k. M: mitocdndria, Ax: axénio; N:
nucleo; C: citoplasma.

Figura 65: Mitocondria com estrutura alterada circular. Cerebelo, 30 dias —
(A) 80k; (B) 300K. M: mitocéndria; D: dendritos
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Figura 66: Estrutura alterada no centro de dendrito. Cértex frontal, 2 dias —
(A) 80k; (B) 200K. D: dendrito; M: mitocéndria; VS: vesiculas sinapticas. Setas:
NM

Figura 67: Ax6nios mielinizados com PAM e alteragcbes nas bainhas de
mielina. Cortex frontal, 30 minutos — (A) 60k; (B) 50K; Cerebelo, 30 minutos: (C)
100k; (D) 100K. BM: bainha de mielina; M: mitocdndria; Ax: axnio



81

Figura 68: Ax6nio sem mielina com PAM na superficie e estrutura alterada
no centro. Cortex temporal, 6 horas — (A) 150k; (B) 40K; (C) 300k. Ax: axénio;
M: mitocéndria; Setas: NM

Foi notado apenas em um animal tratado e com 30 dias, o provavel
momento de excregao de ferro em uma vesicula exocitica por um neurdnio. Este
tipo de vesicula é liberado de uma sinapse (Fig. 69), onde o conteudo pode ficar
na fenda e ser fagocitado por células da glia, ou ser absorvido pelo terminal
sindptico, no caso, outro neurdnio. Aparentemente ocorreu, e mais de uma vez, a
segunda alternativa porque o axénio do neurdnio atingido demonstra sinais de

degeneracao.

Figura 69: Ax6nio sem mielina e com alteracoes no centro. Presenca de
vesicula exocitica em sinapse adjacente. Cortex frontal, 30 dias — (A) 80k; (B)
40K; (C) 80k. M: mitocdndria; S: sinapse; Ax: axbnio; VE: vesicula exocitica.
Setas: estruturas alteradas no axénio



82

6. Discussao

Esta dissertacao foi especialmente focada no estudo histologico e ultra-
estrutural do sistema nervoso central de camundongos tratados com PAM. A
escolha do SNC deu-se pelo fato de ndo haver estudos especificos no grupo
CNANO de biocompatibilidade de nanoparticulas magnéticas neste tecido, sendo
necessario o desenvolvimento de tais estudos para futuras aplicagdes clinicas
pouco invasivas no SN.

Em uma primeira etapa nesta dissertacdo fez-se a determinacdo dos
principais sitios de distribuicdo e citolocalizacdo de PAM no SNC e deteccéo de
possiveis alteracées anormais, patolégicas ou ndo. A discussao foi direcionada
nas relacdes entre o comportamento de PAM e metabolismo de ferro do SNC. A
partir dos resultados obtidos nos experimentos, foram comparados com dados da
literatura sobre aspectos histologicos, fenotipicos, epigenéticos e potenciais novas
aplicacoes de PAM.

6.1. As amostras de PAM

O ponto inicial para qualquer estudo de desenvolvimento de novos
farmacos ou materiais para uso biol6gico é o reconhecimento das propriedades
fisicas e quimicas relevantes, que determinardo o sucesso da aplicacao desejada.
Para os dados de propriedades fisicas das amostras de PAM, estas foram
caracterizadas morfologicamente por MET nesta dissertacdo e por microscopia
eletrénica de varredura (MEV) pelo grupo que a desenvolveu (Simioni et al, 2007),
a fim de comparar com os resultados histolégicos obtidos.

A funcdo principal desejada para PAM consiste primariamente em
ultrapassar a BHE sem alterar sua integridade e distribuir-se pelo tecido nervoso
sem provocar efeitos toxicos significantes. A partir dai estaria disponivel para
diferentes aplicacoes ja utilizadas (entrega de drogas, contraste na ressonancia
magnética e magnetohipertermia controlada para o tratamento de tumores). Para
o PAM, teoricamente dois fatores sdo essenciais para ultrapassar a BHE:
tamanho das microesferas e das nanoparticulas e as cargas de superficie. Para
responderem a campos magnéticos e ultrapassar a BHE as nanoparticulas devem
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ser maiores que 4nm, e menores do que 100nm (Gao & Jiang, 2006). Devem
possuir também carga neutra ou levemente anibnica para ndo alterarem a
integridade da BHE (Lockman et al 2004; Cengeli et al, 2006; Saito et al, 2006),
apesar de existirem trabalhos que usam carreadores para o SN com cobertura
catibnica (Bickel et al,2001).

As NM da PAM referentes as amostras 1 e 2 caracterizadas no MET
demonstraram comportamentos diferentes, sendo que na amostra 1
apresentaram-se polidispersas e com diametro modal de 9,2 nm (c = 0,34), e de
acordo com as fotos em MEV (Fig. 70), as microesferas possuem organizacao
homogénea e diametro modal de 30um (Simioni el al 2007). J4 a amostra 2

apresentou maior

Figura 70: Fotomicrografias em MEV da amostra 1 de PAM - Microesferas de
albumina carregadas com nanoparticulas de maghemita (2,28 x 10'® particula/mL)
(Simioni et al, 2007).

monodispersao das NM com diametro modal de 8,9nm (c = 0,25) e microesferas
bem menores com didmetro modal de 73nm (¢ = 0,37), sendo chamadas de
“beads”. Esta modificacdo resultou em uma melhor diluicio da amostra,
facilitando a caracterizacdo e injecdo nos camundongos. Segundo Tedesco
(comunicagao pessoal), os polimeros de albumina formam estruturas
micrométricas e nao nanométricas. Uma possivel explicacao para a presenca de

esferas nanométricas da amostra 2 pode ser sugerida a partir da forma como foi
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sintetizada. Para a realizacdo da ligacao entre a albumina e as NM, existe uma
etapa de aquecimento com um total de 35 minutos a 100°C em 6leo de girassol
(Simioni et al,2006). A desnaturagdo da albumina normalmente ocorre em torno
de 42°C (Silva et al, 2005), entdo, na etapa de aquecimento ocorre a
desnaturagcdo parcial da albumina formando os “beads” que podem atingir a
escala nanométrica.

Ambas as amostras 1 e 2 de PAM possuem caracteristicas de tamanhos
das NM compativeis para ultrapassar a BHE, com pequena variagdo entre elas.
Nos testes in vitro (Simioni et al, 2006, 2007). o contato e efeitos celulares de
PAM foram diretos, enquanto que nos testes in vivo existiram variaveis como
barreiras biol6gicas, metabolizacdo parcial e alteracdes de pH tecidual por
exemplo, que podem ter alterado a conformacéao, estabilidade, revestimentos e
cargas de superficie de PAM, facilitando ou dificultando a capacidade de atingir o
SN.

A partir dos dados de MET e MEV, foi proposto um esquema das amostras
de PAM, com o tamanho das microesferas da amostra 1 e dos “beads” da
amostra 2 (Fig. 71).

Polimeros de Albumina Magnéticos - PAM icroedions
= 30 um

“Bead” o ”

Core de =75nm

maghemita Folimero de
10 nAm Albumina Manocomposito
- f—i

oo

O - Gr —Hgk—.

Figura 71: Esquema das amostras de PAM - Formas intermediarias
(nanoparticula, polimero de albumina e nanocompdsito), “beads” da amostra 2 e
microesfera da amostra 1(Cengeli et al 2006, modificado).

Além dos diametros das NM, microesferas e “beads”, propriedades
quimicas do vetor de albumina bovina (BSA) sdo relevantes para determinar a
eficiéncia de PAM no SN. A albumina é a proteina mais abundante no plasma

sanguineo dos vertebrados. A cadeia Unica de polipeptideos contém
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aproximadamente 585 residuos de aminoacidos resultando em carga negativa em
pH neutro (Peters Jr., 1985), compativel com o requisito de carga de superficie
anidnica que facilita a interiorizacao de farmacos pela BHE. Entretanto, moléculas
catibnicas sdo melhores para absorgcdo e interiorizagdo celular, inclusive pela
BHE, mas tém maior potencial citotéxico e antigénico (Bickel et al, 2001; Cengelli
et al, 2006). Efeitos téxicos ja descritos de moléculas catibnicas incluem o
aumento da permeabilidade periférica e cerebrovascular (Vehaskari et al, 1984). A
quebra da permeabilidade da BHE pelas moléculas catibnicas pode ser causada
por mudancas nas interacOes eletroestaticas entre as cargas negativas do
glicocdlix luminal das células endoteliais e as cargas positivas dos aminoacidos
das proteinas plasmaticas, ndo ocorrendo a cobertura normal do glicocélix pelas
proteinas plasmaticas, aumentando a permeabilidade de membrana (Bickel et al,
2001).

Outra caracteristica da albumina € a capacidade de interagir com diferentes
membranas lipidicas e influenciar o transporte molecular e a entrada de moléculas
para as células. Estas interagdes albumina-membranas lipidicas variam em
funcéo do tipo de proteina e composicéo lipidica (Galantai & Bardos-Nagy, 2000).
Além das interacdes eletrostaticas e interiorizacoes interendoteliais (Vogel et al,
2001), também existe a interacdo da albumina mediada por receptor especifico de
membrana celular, a gp60 (glicoproteina 60), uma proteina que se liga
especificamente a albumina e media a transcitose por células endoteliais da BHE
por via dependente de tirosina kinase (Tiruppathi et al,1997, Vogel et a/,2001).

Resumindo, as duas amostras possuem caracteristicas de tamanho de
particulas, carga de superficie e propriedades quimicas do vetor, no geral, em
concordancia com dados da literatura sobre entrega de farmacos para o SN,
podendo justificar a especificidade de PAM para tal tecido.

6.2. Interacao de PAM com o SNC

O ferro é o principal metal presente no SNC e a habilidade deste estocé-lo
e prontamente disponibiliza-lo € essencial para o funcionamento neurolégico
normal. Eventos dependentes de ferro no SNC séo relacionados com a idade
(mielinizagdo) e regides especificas (nucleos sintetizadores de dopamina)
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(Connor et al,2001). Como em outros 6rgaos, o ferro € essencial em varias
atividades metabdlicas, mas a alta producédo de ATP explica o alto requerimento
de ferro e a alta necessidade de energia do SN. A alta demanda de ATP no
cérebro é para manter os gradientes ibnicos de membrana, transmissao sinaptica,
transporte axonal (Beal, 1998), sintese de neurotransmissores (Chen, et al,1995),
sintese de DNA, sintese de lipideos e colesterol, substratos importantes para
producdo de mielina nas quais enzimas metabdlicas estdo em alta concentracao
em oligodendrécitos (Connor & Menzies, 1996), atividade do sistema GABAérgico
(Taneja et al,(1990) e para sistemas antioxidantes, sendo que o alvo principal dos
radicais livres sdo os lipideos, um dos componentes celulares e estruturais

predominantes do SN.
6.2.1. Regiodes e tipos celulares atingidos por PAM

Pela microscopia de luz foi confirmado que a amostra de PAM chega ao
cérebro e a distribuicdo e concentracdo destas NM no tecido nervoso esta
diretamente relacionada com o tempo. A presenca de PAM foi dividida de 2
formas: como pigmento férrico (marrom) e ferrocianeto férrico (azul brilhante). As
duas formas, marrom e azul, apareceram na coloragdo de Perls, um dado
diferente da literatura (Chaves, 2002; Barbosa, 2004; Sadeghiani, 2004) em que
somente o azul aparece nesta coloracdo. A hipétese para tal ocorréncia é que os
aglomerados marrons seriam o PAM com as NM ainda sem apresentarem a
dissociacdo do 6xido do ferro em Fe*® por estarem protegidas pelos polimeros de
albumina e nao sofrerem acdo tecidual. A atividade enzimatica tecidual
normalmente inicia a degradacdo das NM, disponibilizando os sitios de ions
férricos para a reacdo com o ferrocianeto de potassio e formacao do ferrocianeto
férrico. O azul do Perls seria visivel apenas em situacbes de metabolizagédo
parcial de qualquer composto de ferro. A presenca de aglomerados marrons
também foi visivel em neurdnios dopaminérgicos dos controles. Isto se deve a
presenga de neuromelanina, também formada de aglomerados de ferritinas,
estruturas nas quais possuem cristais de ferrihidrato, semelhantes a composicéao
das NM de PAM.
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Uma hip6tese para a existéncia de 2 picos do pigmento férrico (marrom)
seria: o primeiro pico como biodistribuicdo normal ap6s o tratamento e o segundo
pico resultante da liberagdo posterior de hemacias seqliestradas por 6rgaos como
0 baco ou novas geracdes de hemacias que interiorizaram PAM durante a fase de
producdo e maturacdo na medula 6ssea. Sendo que as primeiras regides a
serem atingidas foram: (a) a substancia cinzenta do cértex superficial a partir dos
pequenos capilares e (b) regides profundas préximas e no plexo cordide do
ventriculo lateral e do 4° ventriculo, como o cerebelo. Esta ocorréncia
aparentemente confirmou o efeito de menor eficiéncia em conter solutos da BHE
proxima aos 6rgéos circunventriculares (OCV) (Misra & Shah, 2003).

Entretanto, a presenca do ferrocianeto férrico (azul) atingiu o pico em todas
as estruturas analisadas em 2 dias, 0 que pode indicar o metabolismo e
degradacdo de PAM. Os ions dissociados de Fe*® seriam provenientes das
células do SN que o interiorizaram, metabolizaram e excretaram 0 excesso no
neuropilo, e da circulacao sanguinea e do liquido encéfalo-raquidiano, resultantes
de metabolizacao precoce de PAM antes de chegar ao SN.

O SNC, devido as suas caracteristicas intrinsecas de composi¢do e
funcionamento, € mais acido do que os outros 6rgaos (Moos & Morgan, 2004),
porém, o ferro € mais soluvel em pH baixo (Schafer & Buettner, 2000). Talvez,
estes dados expliguem porque o PAM foi liberado das hemacias e em seguida
interiorizado pelas células endoteliais, atravessando a BHE e atingindo as demais
células do parénquima nervoso. Esta situacdo de rapida interiorizacao do ferro
principalmente por células da glia, pode ter acontecido como um sistema de
defesa do tecido. O ferro em ambiente acido é liberado de sitios “seguros”, e por
meio de reacdes Fenton sdo produzidos hidroperdoxidos, que aumentam a
peroxidacéao lipidica mediada por radicais livres, de células e seus componentes,
além de influenciar nos processos metabodlicos (Schafer & Buettner, 2000).
Alteracbes de processos metabdlicos por baixo pH ja foram reportadas em
tumores humanos (Schafer & Buettner, 2000) e diminuicdo da afinidade da
transferrina de se ligar ao Fe™ (Qian et a/,1999), o que implicaria inclusive, em
diferencas nos sistemas de interiorizacao de ferro por células do SN em relagcéo
aos tecidos periféricos.
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Aparentemente, as hemacias funcionaram como veiculos para transporte e
protecdo de PAM contra células do sistema reticulo fagocitario e metabolizagao
dos demais 6rgaos. Andlises histolégicas de PAM nos pulmées, figado, baco e
rins ndo demonstraram a presenca significativa do pigmento férrico e ferrocianeto
férrico (Estevanato L.L.C., comunicacéo pessoal), isto quer dizer que o PAM tem
alta especificidade para o SN.

Estudos de interacdo de hemacias com NM ja foram reportados por Soler
et al (2007). Em seu estudo a interiorizacdo de NM dependeu da concentracéo e
raios hidrodinamicos dos fluidos magnéticos testados e sugeriram que a travessia
das NM ocorreu por difusdo passiva ou endocitose mediada por receptor. Para o
PAM a interiorizacdo pode ter ocorrido através de endocitose mediada por
transferrina ou albumina. Mas outra forma de interiorizacao € sugerida, através de
alteragbes da fluidez da membrana celular das hemacias pelos ions de ferro
dissociados das NM de PAM, que afetaram a estrutura e fun¢des das bicamadas
fosfolipidicas. Este efeito ja foi reportado em estudos in vitro com fons de Fe*® e
Fe? em modelos moleculares de biomembranas. Nesta investigacdo o Fe*®
induziu as maiores perturbacdes na estrutura multilamelar (Suwalsky et al,2005).
Em concordancia com o estudo anterior, a dissociagcdo das NM de maghemita do
PAM s6 produz Fe*®, agente principal das alteracdes das membranas das
hemacias. Nao sé hemacias podem ser afetadas, mas ja foi reportado, por
exemplo, que altas concentragdes de ions de ferro aumentam a fluidez da
membrana neuronal (Ohba et al, 1994), efeito que pode alterar a permeabilidade
dos neurdnios.

Soler e colaboradores (2007) quando descreveram a interiorizacdo de NM
em hemacias, também detectaram que estas NM interferiam na curva de
dissociacdo da oxihemoglobina, ou seja, as hemacias permaneciam saturadas
com O, por mais tempo. Estes achados tém grande potencial de acontecerem
com as hemacias com PAM, adicionando mais um tipo de NM como sistema de

entrega com vetores fisiol6gicos, no caso, as hemacias.

A linha de frente que recebeu o PAM no SNC foram as células da BHE,
que incluem as células endoteliais, pericitos e astrocitos. No SNC regides do
cérebro e alguns tipos celulares tém maior predisposicao para adquirir ferro. Esta
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variacao da distribuicao de ferro esta relacionada com a composicao, funcdes das
populacées celulares habitantes e da BHE, que protege éareas do cérebro
regulando regionalmente a aquisicao de ferro (Connor et al, 2001). O ferro quando
atravessa a BHE é capturado pelas células que a compdéem e também pelos
oligodendrdcitos proximos aos vasos sanguineos (Burdo et al, 1999). As
tendéncias de ultrapassagem de NM pela BHE e distribuicdo no SNC estédo
diretamente relacionadas com caracteristicas inerentes a NM, como a cobertura
(composicao, carga superficial, etc) e tamanho, além de caracteristicas da BHE,
como composicao celular, regides de atividade, estado de saturacédo de ions e
moléculas da BHE entre outras. Os astrécitos, por exemplo, dependendo de
caracteristicas do meio no momento, sdo capazes de modular a permeabilidade
da BHE atuando nas células endoteliais, induzindo na formagédo de ‘tight
junctions” (Dehouck et al,1990), expressdao e localizacdo de proteinas de
transporte, concentracdo de ions, neurotransmissores (Ullian et al, 2004) e
vasodilatacao durante aumento da atividade neuronal (Takano et a/,2006).

No caso de PAM, o transporte através da BHE pode ter ocorrido pela
cobertura de albumina, que tem receptores especificos e afinidade pelas células
endoteliais (Tiruppathi et al,1997; Vogel et al, 2001; John et al, 2003), ou pelo
sistema de transferrina, ambos com formacdo de vesiculas endociticas.
Transportadores de nutrientes identificados em capilares do cérebro estdo sendo
utilizados para a entrega de peptideos e proteinas para a travessia da BHE.
Varios receptores especificos foram identificados como, para insulina (van Houten
et al, 1979), fatores de crescimento insulina “like” (IGF-I, IGF-Il) (Duffy et al,
1988), interleucina 1 (Hashimoto et al, 1991), transferrina (Connor et al, 2001)
entre outros. Porém, a transcitose através da BHE in vivo por enquanto € mais
convincente para a transferrina, que também pode ser regulada pela insulina ao
alterar a redistribuicdo de receptores de transferrina intracelulares para a
membrana plasmatica (Davis et al,1986). As rotas de interiorizacdo de PAM pela
BHE podem ocorrer a partir da cobertura (albumina) ou pelas NM de éxido de
ferro via os transportes com ou sem transferrina, representados nas rotas 2, 3a,
3c,3d e 4 da figura 72.
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Figura 72: Rotas possiveis de interiorizacao de PAM através das células
endoteliais da BHE — A interiorizagdo pode acontecer por endocitose ou por
transcitose mediada por receptor. (1) Transferéncia vesicular transendotelial
direta; (2) Endocitose com formacao de endossomo (E) sem ou com fusédo indireta
com saculos do complexo de Golgi; (3) Fusao direta de vesiculas endociticas com
saculos do Golgi e exocitose: (a) na membrana celular abluminal, (b) membrana
celular luminal, (¢) fusdo do lisossomo primario derivado do Golgi com
endossomo, (d) fusdo direta do lisossomo primario com vesicula endocitica
formando um lisossomo secundario (L); (4) Reciclagem da superficie da
membrana celular interiorizada. (Broadwell, 1989, modificado).

Outro mecanismo de transporte de ferro para o cérebro menos estudado é
pelo sistema ventricular, formado pelas células ependimarias e plexo cordide.
As células do plexo cordéide também contém os mesmos tipos de receptores
envolvidos na interiorizacdo de ferro como as outras células do SN, porém, em
estudos com injecdo de ferro marcado e outros metais, demonstram o acumulo
destes componentes dentro de 1 hora no plexo cordide (Malecki et al, 1999). Em
deficiéncia de ferro a interiorizagéo é preferencialmente no plexo cordide (Dwork,
1995). Entretanto, devem-se considerar diferencas que possam contribuir para o
acumulo de ferro no plexo cordide, como o alto fluxo sanguineo e BHE pouco
eficiente.

As células do plexo cordide como mencionado, também possuem
receptores para transferrina, mas a quantidade destes receptores corresponde em
apenas um pouco mais de 5% do total de receptores de transferrina no cérebro
(Bartlett et al, 1991). Vale ressaltar que a expressdao de mRNA de transferrina no

plexo corbide é espécie especifica, variando grandemente entre as espécies e



91

nao sendo expresso em células do plexo coréide de humanos (de Arriba Zerpa et
al, 2000). Este fato pode ser relevante para qualquer aplicacdo de sistemas de
direcionamento e entrega de drogas, que seja com ferro e aplicado para o SN de
seres humanos. O plexo cordide é a principal fonte de transferrina para o fluido
cérebro-espinhal (FCE), mas o influxo de transferrina do fluido intersticial do
cérebro para o FCE nao é significativo (Connor et al, 2001). Em estudos de
perfusdo e transporte de ferro no SN de ratos com ferro marcado, a interiorizagao
de ferro ligado a transferrina foi acima de 35% menor do que a interiorizacdo de
ferro livre para o tecido nervoso, mas em contrapartida a entrada de ferro ligado a
transferrina foi quase o dobro para o FCE em comparacdo com o ferro livre
(Deane et al, 2004). Estes dados sugerem que a interiorizacdo de PAM no SN em
um primeiro momento, para o parénquima pode acontecer principalmente por
sistemas nao dependentes de transferrina e no FCE o contrario. E em um
segundo momento, o ferro do FCE seria disponibilizado para o parénquima
nervoso diretamente ou pelo sistema ventricular. Esta situacdo pode explicar a
existéncia do segundo pico de pigmento férrico.

A interiorizacao de ferro por mecanismos nao dependentes de transferrina
incluem principalmente o DMT1, um transportador divalente de metais presente
em células endoteliais da microvasculatura, no plexo cordide e células
ependimarias dos ventriculos (Connor et al, 2001). Por este sistema pode ser
justificado, por exemplo, a presenca de NM aparentemente sem cobertura no
citoplasma de células do SN. Em estudos com ratos Belgrado com defeito em
DMT1, estes animais apresentaram menor quantidade de ferro e interiorizacao
dependente de transferrina no cérebro (Oates & Morgan, 1996), sugerindo que a
interiorizacdo de ferro por transferrina ndo seja a principal forma de transporte
deste metal no parénquima nervoso.

Além da presenca de PAM dentro das células do sistema ventricular, foi
observada a presenca de granulos no intersticio do plexo coréide. Estes granulos
podem ser aglomerados de NM ou PAM, que foram retidos apds ultrapassarem a
BHE. Este fato pode ter acontecido devido ao alto fluxo de sangue nesta regido, a
BHE pouco eficiente dos OCV que permitiu a passagem de aglomerados maiores

de PAM ou NM e pela tendéncia de concentracao de ferro no plexo coroide.
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O neurodpilo é a regido constituida pelos prolongamentos das células de
suporte e principalmente dendritos e axénios dos neurdnios. Esta regido foi a que
mais concentrou ferro (Fe*™®) apés a aplicagdo de PAM. Aparentemente, ndo foram
visiveis formacdes com pigmento férrico nesta regido, presentes apenas nos
corpos das células do SN.

Microesferas de 30um também foram visualizadas no SN podendo
significar que particulas acima de 100nm ultrapassaram a BHE e é provavel que a
interiorizagdo para o cérebro tenha ocorrido pelo plexo coréide dos ventriculos
laterais, j& que tal microesfera estava proxima da regido do diencéfalo e de
estruturas subcorticais (Connor et al, 2001) do cértex pariental. Este fato esta em
concordancia com o que ja foi relatado, segundo a qual a concentracao de ferro é
maior em areas do cérebro associadas com as funcées motoras como o cortex
parietal (Connor et al, 1992).

Observa-se principalmente a presenga do ferro como “manchas” no
neurodpilo circundando nucleos de neurbnios. Esta caracteristica significa que os
ions de Fe*® estdo dispersos no parénquima nervoso e tem potencial de interagir
com as membranas lipidicas das células. As interacdes dos ions férricos com
fosfolipidios das bicamadas podem levar a perturbacées das estruturas das
membranas celulares (Suwalsky, et al 2005) e diminuir a fluidez das membranas
neuronais (Ohba et al,1994). Neste mesmo trabalho também foi relatado os
efeitos de ions ferrosos em aumentar a fluidez de membranas neuronais, talvez
por eventos de peroxidacao lipidica. As alteracbes estruturais das membranas
podem levar a uma maior interiorizagdo de ferro por modificacbes de
permeabilidade e este metal interagir com estruturas dos citoesqueletos
neuronais, por exemplo, podendo interferir nos sistemas de transporte axonal e
formagéao sindptica.

O ferro ao ser interiorizado pela célula, para estar no citoplasma precisa
estar na forma de Fe*? e esta forma tem alta afinidade ao ATP e AMP (Qian et al,
1997). A presenca de NM de éxido de ferro nos prolongamentos neuronais pode
levar a duas formas de alteracdo: a) oxidacdo de componentes celulares como
proteinas envolvidas nos processos de transporte axonal e b) sequestro de ATP
pelo excesso de ions de ferro e diminuicdo da formacao de complexos entre os
microtubulos e as proteinas de transporte ou alteracdo das velocidades de
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transportes nestes sistemas. Novos estudos devem ser feitos para determinar se
as NM séo capazes de interferirem nos fluxos axonais e se séo significativas para
alterarem as transmissdes sinapticas e conseqiientemente o comportamento

cerebral.

As células da glia formam redes estruturais e funcionais com complexas
vias de comunicacoes intercelulares, que permitem sinalizagdes rapidas e lentas
entre elas e com o0s neurdnios. Sao também as células de suporte dos neurdnios
garantindo a organizacao e funcionamento do tecido nervoso. O SN sé perde para
o figado na quantidade e processamento de ferro ndo heme, correspondendo em
aproximadamente 60mg (Hallgren & Sourander, 1958), sendo que 1/3 a 3/4 é
estocado nas células da glia (Morris et al, 1992). O conteudo de ferro no SN é
restrito a determinadas regides e dependente do estado de maturacéo e idade
(Pinero et al, 2000).

A interferéncia das células gliais no metabolismo de ferro e proteinas
exogenas, como a albumina bovina, tem como finalidade a manutengdo do
equilibrio do microambiente nervoso e minimizacao dos efeitos negativos. Devido
a aplicacao de PAM, as células da glia responderam de acordo com as funcdes e
regides de concentragéo, havendo dois sitios de acumulo de PAM, observados na
microscopia de luz: a) cortex, principalmente células associadas aos neurdnios,
provavelmente astrocitos e b) substancia branca em células associadas ao
neuropilo, provavelmente os oligodendrdcitos.

A interiorizacdo de PAM pelos astrocitos pode ocorrer em um primeiro
momento como uma resposta de protecdo. Entretando, um novo receptor foi
reportado por estar associado com a interiorizacdo de albumina pelos astrécitos,
além do gp60, o TGF-BRs (transforming growth factor B receptors). A
interiorizacdo de albumina por este receptor € acompanhada pela redugdo do
tamponamento do potassio extracelular pelos astrécitos, resultando em
hiperexcitabilidade neuronal mediada por receptores NMDA (n-methyl-d-aspartate
receptor) e eventual atividade epileptiforme (lvens et al, 2007). A atividade
epileptiforme também foi associada com a presenca de ferro (Gorter et al, 2005) e
alteragbes dos niveis de aminoacidos neurotransmissores. Em um experimento

realizado com a inje¢ao de solugcéao de cloreto de ferro, os niveis de aspartato e



94

glutamina diminuiram e de glicina e alanina aumentaram. Estes resultados
sugeriram que tais aminoacidos estao envolvidos em convulsdes agudas e
formacao de focos cronicos de epilepsia induzida por ferro em ratos (Shiota et al,
1989), sendo necessario o aprofundamento de estudos referentes a PAM e até
possiveis restricoes de uso. Como os astrocitos participam na neuroprotecéo
contra o estresse oxidativo, um dos principais antioxidantes do SN, a glutationa,
esta presente nestas células (Smythies, 1999).

Os oligodendrécitos sé@o as células do SN que mais sao coradas pelo ferro.
Todos os tratos de substancia branca do SN contém oligodendrécitos ferro
positivos (OFP) nas espécies ja utilizadas em experimentos (humanos, macacos,
ratos, camundongos e porcos) (Connor et al, 2001). Normalmente a substancia
branca tende a acumular mais ferro do que a substancia cinzenta (Rajan et al,
1976). Em concordancia com estes dados da literatura, apés a aplicacdo de PAM,
a substancia branca do SN (neurodpilo) e suas células estiveram fortemente
coradas com ferro, sugerindo indicar os oligodendrécitos. Intracelularmente o ferro
em oligodendrécitos é encontrado no citoplasma do pericario (ao redor do nucleo)
e nos prolongamentos (Connor & Menzies, 1996). Durante o desenvolvimento
normal do SN o ferro aparece primeiro na microglia da substancia branca e em
seguida nos oligodendrécitos, ndo sendo detectado mais na microglia. O
aparecimento de ferro nos oligodendrécitos corresponde espacialmente e
temporalmente ao aparecimento e producdo de mielina (Connor & Menzies,
1996). Em cérebros de adultos os oligodendrécitos estdo mais proximos a BHE
(Burdo et al, 1999).

A microglia corresponde a aproximadamente 1/10 de todas as células gliais
(Banati, 2003). E o tipo celular do SN que mais acumula ferro em situagées de
lesdo, mas raramente sao vistas acumulando ferro em SN normais (Sastry &
Arendash, 1995). Ja foi demonstrado que existem dois tipos de micrdglia: a nao
ativada e a ativada, ambas influenciando o crescimento e sobrevivéncia de
oligodentrdcitos, sendo que a primeira é capaz de aumentar a sobrevivéncia e a
segunda € téxica. Neste mesmo trabalho também foi indicado que a ferritina
liberada pela micréglia € uma fonte importante de ferro para os oligodendrécitos
(Zhang et al, 2006), explicando em parte o aparecimento inicial de micréglias com

ferro durante o desenvolvimento do SN, seguidas pelos oligodendrécitos. As
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micréglias respondem precocemente as inflamagbes, desde tecidos
aparentemente normais histologicamente até doencas neurodegenerativas como
Parkinson, Alzheimer, encefalopatia do HIV (Human immunodeficiency virus) e
doencas pridnicas (Streit et al,2004). A ativacdo de micrdglias (Fig. 73) pode
ocorrer com o0 aumento do potassio extracelular (Boucsein et a/,2000), ondas de
Ca*? liberadas por astrécitos (Schipke et al, 2001) e por estimulos de citocinas
liberadas por neurénios lesados e outras células gliais.

Uma das citocinas que ativa micrdglias participa em processos
inflamatérios e tem relagdo com o metabolismo de ferro € a interleucina 6 (IL-6). A
elevacao da IL-6 € uma caracteristica comum das lesdes cerebrais e patologias
neurodegenerativas, sendo que a ativacdo microglial induzida por ela nao é
observada em macréfagos periféricos (Shafer et al,2003). Os efeitos da IL-6 no
SN incluem também regulacdo da regeneracdo de neurbnios, ativacdo de
astrécitos e sobrevivéncia de oligodendrécitos (Klein et al, 1997).

Ativacao Microalial
-

‘.5;:.
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V

Figura 73: Padrao morfologico de ativacao glial. Normalmente a microglia nao
ativada tem mais ramificacbes, e no processo de ativacdo, ficam
morfologicamente semelhantes aos macréfagos teciduais dos érgaos periféricos.
(Banati, 2003, modificado).

Em estudos do grupo CNANO foi reportado a secrecao de IL-1 e IL-6 por
células pulmonares ap6s a aplicacdo de fluido magnético a base de NM de
magnetita recobertas por DMSA (Chaves, 2002), podendo indicar uma leve
resposta inflamatéria. Em outro estudo, foi relatado a expresséao de hepcidina, um
peptideo antimicrobiano e regulador do metabolismo de ferro (Park et al, 2001),
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em macréfagos alveolares apés estimulo com lipopolisacarideo (LPS) e ferro
marcado ligado a transferrina; como consequiéncia houve a producéao de IL-1 e IL-
6, que nao afetaram a sintese de hepcidina, mas ambas aumentaram a
importacao celular de ferro e diminuiram a exportacao de ferro pelos macréfagos
alveolares (Nguyen et al, 2006).

Extrapolando estes resultados para PAM, hipoteticamente ocorreria um
aumento da interiorizacdo de NM, da expressdo de hepcidina e de interleucinas
pré-inflamatérias, que também poderiam ser induzidas pela presenca da BSA,
uma albumina bovina aplicada em camundongos. Todos estes fatores resultariam
na ativacdo de micréglia, efeito nao desejado, mas relacionado com
neuroinflamacdées. No entanto, resultados em o6rgdos periféricos nao
necessariamente serdo iguais para o SN, necessitando de novos estudos
especificos para PAM, uma vez que esta amostra apresentou alta especificidade
para o SNC.

Em neuroénios, a interiorizacdo de PAM/NM foi visualizada tanto pela
microscopia de luz como pela microscopia eletrénica. Os neurbnios, assim como
0s outros tipos de células de outros tecidos, também possuem os receptores e
toda a maquinaria para manutencdo da homeostasia do ferro. O metabolismo das
ferritinas neuronais tem algumas variagdes como formacdo no corpo celular,
maturacao, degradacao e exportacdo nos axdnios e terminais sinapticos (Rouault,
2001) (Fig. 74). As ferritinas tém importancia fundamental no estoque,
disponibilizagdo e manutencado das funcdes neuronais, estando em diferentes
formas e distribuicao celular. Alteracbes na quantidade de ferro ou da
funcionalidade das ferritinas podem provocar o acimulo de Fe*? neuronal até os
terminais sinapticos, ocorrendo estresse oxidativo dos componentes celulares
(Rouault, 2001).

As células nervosas também tém outros sistemas que auxiliam no controle
do ferro devido a sua constituicao ricamente lipidica, alta necessidade de ferro
para manutengédo das fungdes e impossibilidade de divisdo como a maioria das
outras células, que usam deste artificio para reduzir o conteudo de ferro (Gaasch
et al, 2007). Alguns exemplos destes sistemas sdo: as catecolaminas que tém
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caracteristcas antioxidantes (Smythies, 1999) e a sintese de neuromelanina
(Zecca et al, 2003; Zucca et al, 2006), dentre outros.

Sintese e

montagem de
ferritinas Neurofilamentos e

microtubulos

Bob Crimi
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s Ferritina

Figura 74: Formacao e transporte axonal de ferritinas (Rouault, 2001).

Estudos in vitro e in vivo indicam que a exposi¢cdao dos neurbnios ao ferro
induzem um aumento dose-dependente da peroxidacgao lipidica (Qian et al, 1999)
e modificacdes dos padroes de fosforilacdo de proteinas (Egana et al, 2003),
levando a perda da viabilidade celular por meio da apoptose (Zhang et al ,2003).
Inclusive em testes in vitro com células renais e tumorais de glandulas
submandibulares testadas com PAM (Saldanha, 2007).

PAM/NM teve uma predilegdo de interiorizacdo pelos neurénios menores
do cerebelo. Deste fato podem ser sugeridas varias explicagdes, como a)
diferencas da expressdao de receptores envolvidos na importacdo de PAM/NM
para estes tipos celulares; b) receptores que interiorizam outras moléculas
também envolvidos na interiorizacdo de fons de ferro, como canais de Ca *?
abertos por voltagem, do tipo-L (Gaash et al, 2007) e outros transportadores de
membrana para ions divalentes; c¢) caracteristicas regionais, como tendéncia de
acumulo de ferro em regides envolvidas com fungdes motoras (Connor et al,
1992), como o cértex parietal e o cerebelo e d) composicdo do microambiente
proximo aos neurbnios, como pH (Schafer & Buettner, 2000); fatores que
aumentem a solubilidade do ferro como a cisteina (Glahn & Campen, 1996), o
acido ascérbico (Smythies, 1999) e ATP (Weaver & Pollack,1990); presenca de
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ions que interfiram na 6xido-reducdo do ferro como o Na* (Egyed, 1991), K* e CI
(Nakagawa & Ono,1985); intensidade de metabolizagao celular entre outros.

Aparentemente, o PAM nao provocou alteracdes patolégicas significativas,
entretanto, em 30 dias apdés o tratamento foi observado a formacao de
aglomerados de pigmento azul em um dos pdlos do pericario dos neurdnios do
cértex. Existem doencas do armazenamento lisossomal em caninos, felinos,
ruminantes, equinos e primatas, incluindo os humanos, como a ceréide-
lipofuscinose. Esta doenca é caracterizada pelo aumento da peroxidagao lipidica
em neurbnios cerebrais devido ao acumulo de certos tipos de materiais nos
lisossomos. Tem origem genética ou adquirida e histologicamente é semelhante
as alteragbes neuronais com 30 dias apdés o tratamento com PAM (Fig. 75)
(Carlton & McGavin,1998).

Figura 75: Cerdide-lipofuscinose no encéfalo de ovino. Os neurbnios afetados
possuem acumulacdo de material em um dos pdélos. Coloragdo de Sudan-black
para lipideos (Carlton &McGavin,1998).

O PAM naturalmente tem grande potencial em aumentar a peroxidacao
lipidica e estresse oxidativo em outras moléculas, devido a presenca de NM de
oxido de ferro e 0 SN tem caracteristicas que contribuem para tais efeitos. Varias
doencgas neurodegenerativas estdo associadas com problemas em sistemas que
regulam o metabolismo de ferro, como Parkinson, Alzheimer, Ataxia de Friedreich,
Huntington e outras (Dobson 2001; Moos & Morgan, 2004). E interessante
relacionar, por exemplo, que a huntintina, proteina mutada na doenca de
Huntington é essencial para membranas e organelas de membrana nucleares e

perinucleares, e na regulacdo da homeostasia e trafico do ferro (Hilditch-Maguire
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et al, 2000); a frataxina, também mutada na Ataxia de Friedreich, é uma
chaperona mitocondrial que participa no metabolismo do ferro (Wilson, 2003).
Estas mesmas regides e estruturas também foram alvos de PAM, de forma que o
PAM pode ser um candidato para a entrega de moléculas e terapia génica em
ambas doencas. A afinidade de PAM com os lipideos também pode afetar a
sintese e funcionamento de neuroesteréides simplesmente pela composi¢ao
destes horménios, podendo interferir na atividade hormonal do organismo como
um todo, reorganizacdo do SN e até alteracbes de comportamento (Baulieu,
1998).

O PAM demonstrou nesta dissertacdo e em outros estudos (Saldanha,
2007; Estevanato L.L.C., comunicacgao pessoal) o grande potencial clinico, porém,
possiveis efeitos no SN merecem maiores investigagcdes que possam garantir a

seguranca do uso de PAM.

6.2.2. Organelas e estruturas celulares atingidas por PAM

Apoés a aplicagdo de PAM nos camundongos, a analise do tecido nervoso
demonstrou a presenca de NM em diferentes organelas, principalmente nas que
possuiam membranas lipidicas, e a formagdo de estruturas cristalizadas que
podem ser de ferro. Estes resultados representam a alta afinidade das NM por
lipideos e o risco da peroxidacéo lipidica.

As vesiculas endociticas foram as primeiras organelas vistas com
PAM/NM, mas estavam presentes apenas em células da BHE e células da glia.
Um dos mecanismos que participou da interiorizacdo de PAM nestas células,
ocorreu por endocitose mediada por receptor. Os receptores envolvidos
provavelmente dependeram dos tipos de substratos expostos, sendo eles a

albumina ou ions de ferro.

Os corpos multivesiculares sdo endossomos tardios apoés fusdo com
lisossomos ou organelas nas quais os conteudos estdo compartimentados, sem
necessariamente ter se fundido com um lisossomo (Bright et al, 2005). A

degradacao por pH acido e ativacdo enzimatica, geralmente presente nestes
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compartimentos, podem ter desnaturado o restante de albumina, dispersando as
NM nas diferentes vesiculas destes corpos. Estas organelas foram vistas em
células gliais e em neur6nio, préximas ao pericario. Os destinos destes corpos
podem ser a liberacdo do conteudo de ferro apds metabolizagdo com
direcionamento para diferentes sitios que utilizam ferro ou formacao de corpos
residuais nao digeridos. Os corpos multivesiculares eventualmente poderiam se
tornar exossomos e liberar o conteddo para fora da célula ou distribuir o contetdo
entre diferentes tipos celulares por comunicacado célula-célula (Fevrier et al,
2005).

A presenca de PAM/NM no reticulo endoplasmatico (RE) e no complexo
de Golgi pode ser explicada por 3 hipbéteses: a) afinidade natural das NM por
membranas lipidicas, b) existéncia de proteinas regulatérias de ferro (IRP- iron
regulatory proteins) nas membranas destas organelas e no citoplasma (Patton et
al, 2005), sugerindo também uma explicagdo para a presenca de NM no citosol,
dependendo da disponibilidade de ferro intracelular, que afeta a distibuicdo das
IRPs, e c) existéncia de um sistema de exportacdo de ferro mediado pelo
transportador de Fe dependente de ATP (Fe-ATPase), RE e transferrina
(Baranano et al, 2000). A atividade de Fe-ATPase é enriquecida nas fragcoes
microssomais e atua transportando Fe*? para o interior de fragdes de RE para
subsequiiente exocitose. O ferro no interior das vesiculas de RE se liga as
transferrinas, que sao requeridas para a liberacao de Fe, no figado (Baker et al,
1980), no cérebro e principalmente no bago (Barafiano et al, 2000). E importante
destacar que disturbios provocados pelas PAM/ NM no funcionamento normal do
RE podem levar a uma resposta de estresse celular conservada evolutivamente,
podendo ativar vias de morte celular, reconhecidas em varias doengas como
hipoxia, isquemia, neurodegeneragdes, doencgas cardiacas e diabetes (Xu et al,
2005).

Outro tipo de organela com membrana lipidica atingida por PAM/NM foram
as mitocondrias. Existem dois tipos de mitocéndrias no SN, as sinapticas e nao
singpticas. As mitocéndrias sinpticas aparentemente foram o principal tipo
atingido pelas NM, mas nao demonstraram nenhuma alteragcdo morfoldgica
significativa, enquanto que com as nao sinpticas aconteceu o contrario. O fato
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das mitocédndrias serem alvos de PAM/NM pode ser devido a importancia destas
organelas sintetizarem ATP, molécula altamente reativa com o ferro (Goucher
&Taylor, 1964), participarem da biosintese de heme e clusters de Fe-S, que
funcionam como co-fatores de diversos tipos de proteinas essenciais para o
funcionamento de células eucaribticas (Lill & Muhlenhoff, 2006) e sintetizarem
ferritinas mitocondriais (Levi et al, 2001). Depois que o ferro é interiorizado e
processado, proteinas citosélicas, ATP e AMP (Goucher &Taylor, 1964; Weaver &
Pollack, 1990; Qian et al, 1997) sdo encarregadas de transportad-lo para a
mitocéndria. Em concordancia com a literatura, proporcionalmente houve um
maior acumulo de PAM/NM nas mitocondrias, principalmente as sinapticas, do
que no citoplasma. Entretanto, alteracdes de mitocdndrias ndo sinapticas foram
observadas. Estes efeitos podem ser devido a acéo direta do estresse oxidativo
nas estruturas mitocondriais ou por alteracbes na conformacdao do DNA
mitocondrial, aumentando a susceptibilidade de mutacbes, alteracbes da
transcricdo e desestabilizacado das fun¢cées mitocondriais. Este efeito foi sugerido
porque ja foi relatada a capacidade do ferro em induzir modificacdes
conformacionais no DNA mitocondrial (Yaffee et al, 1996).

PAM/NM foram encontrados nos terminais pré e pos-sinapticos.
Proteinas do metabolismo de ferro também estdo presentes nestas estruturas.
Ferroportina, envolvida na exportacao de ferro, é encontrada dentro de vesiculas
pré-sinpticas, indicando que o ferro pode ser transportado do citosol para dentro
de vesiculas sindpticas e dai para a fenda sindptica, permitindo que as
membranas pré e pés sinapticas tenham contado com os ions de Fe*? livres (Wu
et al, 2004). A fungdo do ferro dentro das vesiculas sinapticas ainda é
desconhecida, mas pode estar envolvida em mecanismos de trafico de ferro no
SN (Gaasch et al, 2007). Algumas fungdes para o ferro e producao de radicais
livres seriam a modulacao das espinhas sinapticas (Smythies, 1999), regulacao
da expressao génica (Suzuki et al, 1997) e participacdo nos mecanismos de agao
de fatores de crescimento de nervos (Dugan et al, 1997). As catecolaminas séao
potentes antioxidandes capazes de eliminar radicais livres e atuar como quelantes
de ferro (Smythies, 1999).



102

Estes dados reforcam a importancia do aprofundamento de potenciais
efeitos de PAM no SN, uma vez que tal amostra atingiu sinapses de diferentes
regides e tem potencial efeito oxidante, que pode interferir indiretamente no

comportamento.

De acordo com a microscopia de luz foi demonstrada a tendéncia de
acumulo de PAM/NM no neurédpilo. Este dado foi confirmado ultra-estruturalmente
pela presenca de aglomerados de NM nas bainhas de mielina dos axénios,
aumentando em acumulo e tamanho dos axénios de acordo com tempo. A
presenca de alteracbes como “descamacgdes” das bainhas de mielina e
degeneracdes de prolongamentos devido a perda da rede interna de filamentos
com o acumulo de NM, foram visiveis somente nos tempos iniciais. Estas
alteracoes estdo associadas com os efeitos do ferro das NM de PAM e a
peroxidacdo lipidica, a qual ocorre na presenca dos ions de Fe*? e Fe*3, cujas
valéncias determinam as velocidades das reacdes, sendo rapida ou lenta,
respectivamente. A iniciacdo da peroxidacdo € determinada pela presenca do
radical hidroxila, produzido nas reagdes Fenton e pela presenca de ferro (Ferreira
& Matsubara, 1997). Outro fator que pode interferir na integridade das bainhas de
mielina é o tamanho nanométrico das particulas de éxido de ferro, as quais sao
capazes de realizarem maiores interagdes intermoleculares do que particulas
maiores. Como citado anteriormente, fons de Fe™ provocam perturbagdes
profundas na ultra-estrutura de bicamadas fosfolipidicas, podendo alterar a
permeabilidade e estabilidade da membrana celular (Suwalsky et al, 2005).
Apesar da susceptiblidade das membranas lipidicas aos efeitos de radicais livres,
existem antioxidantes nestas membranas como a vitamina E (Smythies, 1999).

A presengca de fagossomos e lipofucsina com PAM/NM reflete a
afinidade das NM aos restos de lipideos. No caso dos fagossomos, estas
estruturas sdo multilamelares, possuem NM e sado resultantes da fagocitose de
debris celulares. As lipofucsinas sao restos metabdlicos que possuem lipideos e
proteinas nao digeridas, que também acumularam NM.
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As vesiculas exociticas com NM sé foram vistas em neurbnios nos
tempos intermediario (7 dias) e tardio (30 dias). A formacéao destas vesiculas esta
associada com a excrecao do excesso de ferro, a fim de evitar efeitos resultantes
da formacdo de radicais livres, como oxidacdo de estruturas, organelas e
moléculas. Estas vesiculas estavam presentes nos axdénios e foram transportadas

anterogradamente de acordo com o processamento de ferro nos neurénios.

Os peroxissomos ou lisossomos com NM e estruturas incomuns foram
encontrados nos tempos iniciais de (30 minutos a 12 horas) e intermediario (2
dias). Durante este periodo, nas estruturas classificadas como incomuns foi
detectada a presenca de estruturas cristalinas de éxido de ferro de duas origens:
artificial e provavelmente biolégica. As estruturas artificiais foram as NM de PAM
dispersas nos citoplasmas de células gliais e hemacias, com didmetros médios de
10nm e NM maiores, com didmetros aproximados de 100nm, presentes no
neurdpilo. As NM menores foram interiorizadas e aparentemente estavam sem
cobertura, possivelmente desnaturada devido a acidez -caracteristica do
citoplasma. As NM maiores ndo foram interiorizadas, mas estavam dispersas no
neurdpilo, regido de maior concentracdo de Fe*®, visualizado na microscopia
Optica pela coloracao de Perls. As estruturas de origem biolégica sdo os cristais
visualizados no interior de organelas e magnetossomos like.

Peroxissomos com NM e a possivel formacao de cristais podem ocorrer a
partir do sistema de importacdo e deposicdo de proteinas para o interior de tal
organela (Reddy et al,1996). A partir deste sistema, a importacdo de PAM poderia
ocorrer pela presenca de uma seqiéncia de aminoacidos serina, lisina e leucina
(a partir da posicao 296 (NCBI, 2007)) na albumina bovina. Esta seqliéncia, igual
ao peptidio sinal C-terminal para importacdo de proteinas pelo peroxissomo,
possivelmente seria exposta pela desnaturacao parcial durante a sintese de PAM.
Dependo das condigdes no interior da organela como o pH e tipos de proteinas
importadas, cristais de ferro também poderiam ser formados em algumas
situacdes. Entretando, NM e outras proteinas nao naturais dos peroxissomos ja
foram importadas por tal organela, como na Figura 76.
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Figura 76: Importacao peroxissomal de complexo de ouro/proteina (HSA-
SKL- human serum albumin e C-terminal, serina,lisina e leucina). (Reddy et al,
1996).

A presenca de NM e formagao de cristais em lisossomos ou vesiculas de
excregao poderiam ter origem similar com a participacdo de um transportador de
ferro dependente de ATP (Fe-ATPase) (Barafiano et a/,2000). Os ions de Fe*®
dispersos no citoplasma apos reducao das NM de PAM seriam importados para o
interior de tais organelas através de uma Fe-ATPase. Dependo das condi¢bes
destas organelas, como neutralizacdo do pH, o Fe*? poderia associar-se com
elementos como o oxigénio e moléculas presentes no meio, formando estruturas

cristalizadas em redes hexagonais semelhantes a Figura 77.

Figura 77: Cristais de o6xido de ferro no core de uma ferritina. Rede
hexagonal semelhante aos cristais de organela visualizados nesta dissertacao
(Fig. 61 B) (Harrison et al, 1974).

Foi observada a formacao de estruturas semelhantes aos magnetossomos
de bactérias magnetostaticas como o Magnetospirillum magneticum, e por iSso

foram denominadas magnetossomos like. Estas estruturas apresentaram uma
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evolucao de formacado em até dois dias. A presenca de cristais de 6xido de ferro
ja foi relatada em tecidos do figado e no SN e variavam de alguns nanémetros até
acima de 100nm (Kirschvink et al, 1992; Pardoe & Dobson 1999). Estas estruturas
foram denominadas de nanoparticulas magnéticas biogénicas, sendo também
documentadas em doencas neurodegenerativas (Dobson, 2001). Entretando, a
semelhanca dos magnetossomos like com 0os magnetossomos bacterianos é a
presenca de uma membrana lipidica, constituindo uma organela com possiveis
maquinarias de membrana que regulem a sua formacao. Descricbes sobre as
proteinas de membrana bacterianas que regulam a formacao dos
magnetossomos citam bombas ibnicas, como a familia de bombas
transportadoras de Na'/H* (Matsunaga & Okamura,2003), presente também no
cérebro de mamiferos. Serdao necessarias maiores investigacdes para definir se a
administracdo de PAM estimula a formacdo de nanoparticulas biogénicas e
magnetossomos like, determinar suas fungdes, se sdo capazes de interferir no
metabolismo quimico e elétrico do SN e se sdo afetadas por campos magnéticos

externos.

E por fim, o nucleo também foi atingido pelo PAM/NM, que se distribuiu
desde a membrana nuclear até o interior, formado principalmente de &cidos
nucléicos e proteinas, sendo que a heterocromatina foi a regidao de maior
acumulo. A presenga de PAM/NM na membrana nuclear pode ser explicada pela
alta afinidade dos metais por lipideos, como para outras estruturas de mesma
natureza (bainha de mielina e etc.). A interiorizacdo de PAM/NM pode ter
ocorrido, por efeitos de peroxidagédo e desestabilizacao da bicamada lipidica com
a participacao das duas valéncias do ferro (Ferreira & Matsubara, 1997; Suwalsky
et al ,2005) e transporte por receptores e canais nucleares.

A distribuicao de PAM/NM no material genético nuclear pode ter ocorrido
devido a afinidade do ferro em formar complexos com nucleotideos, incluindo os
fosfatados (Goucher & Taylor, 1964) e com proteinas nucleares que tenham alta
afinidade ao ferro. O ferro, por exemplo, interfere na sintese de transferrina e
ferritina por meio de interacbes com proteinas, que se ligam a elementos do DNA
(ARE-antioxidant response elements) e/ou RNA (IRE-iron responsive elements),
regulando a transcricdo e tradugdo (Theil, 2006). Em reacdes de hidrolise de
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ATP, metais bivalentes, como o ferro, funcionam como um catalizador, se
combinando com a adenosina nas formas de ATP e AMP (Goucher & Taylor,
1964; Weaver & Pollack, 1990). O ATP e AMP séo utilizados em reagdes tanto no
citoplasma como no nucleo, constituindo sitios de interagdo com o ferro de
PAM/NM. As reacdes diretas do ferro com nucleotideos dos acidos nucléicos
podem interferir na configuracao e fung¢des por induzir a quebra de fitas Unicas de
DNA e ligagbes entre bases (Wacker & Vallee, 1959; Barbouti et al, 2001),
potencialmente gerando mutag¢des, com as quais, alteracbes da expressao
génica.

Um exemplo de proteina nuclear que o ferro de PAM pode interagir sdo as
histonas H3 pelos residuos de cisteina, aminoacido com alta afinidade ao ferro
(Glahn & Campen, 1996). As interacbes e condicdes oxidativas proporcionadas
pelo ferro podem modificar a conformacdo das histonas H3, refletindo nos
nucleossomos como um todo, influenciando diretamente na arquitetura nuclear,
regulacao da expressao génica, escolha do destino celular e memoria epigenética
(Hake & Allis, 2006).

Em resumo, PAM/NM no nucleo pode interagir com os acidos nucléicos e
proteinas, que atuam diretamente em sistemas de regulacdo génica e
epigenéticos, podendo conferir potencial interesse deste nanomaterial em terapias

anticancerigenas por exemplo.
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7. Conclusoes

Na presente dissertacdo foram caracterizadas morfologicamente as duas

amostras de PAM utilizadas e analisados os efeitos destas no sistema nervoso

central de camundongos normais. A partir dos resultados obtidos, concluiu-se

que:

A amostra 1 de PAM apresentou nanoparticulas magnéticas em
polidispersao e diametro modal igual a 9,2nm, enquanto que a amostra
2 apresentou maior monodispersdo, com nanoparticulas magnéticas em

didmetro modal de 8,9nm e “beads” com diametro modal de 73nm;

PAM foi capaz de ultrapassar a BHE dos animais tratados, distribuindo-
se por todo o SNC, atingindo todos os tipos celulares deste tecido
(hemacias, células da BHE, células ependimarias e do plexo coroide,
células da glia e neurbnios) e regides de neurdpilo, conforme
evidenciado pela microscopia de luz;

Pela andlise ultra-estrutural foi detectado que PAM teve uma tendéncia
de distribuicdo em organelas e estruturas com membranas lipidicas
(vesiculas endociticas, corpos multivesiculares, peroxissomos,
lisossomos, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi, nucleo,
mitocéndrias, fagossomos, vesiculas exociticas, bainha de mielina,
terminais sinapticos) e estruturas ndo-membranosas (lipofucsinas e

cisternas axonais);

Também por MET foi observada a presenca de estruturas incomuns
com diferentes origens: a) artificial: PAM e nanoparticulas dispersas e
b) bioldgica: cristais em organelas e magnetossomos like;

PAM apresentou alta-especificidade para o SN, demonstrando potencial
biomédico especifico e uma nova ferramenta para estudos de

caracteristicas magnéticas do SN.
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8. Perspectivas

A potencial utilizacado de PAM para aplicagbes médicas incluem
carreadores de drogas guiados por campos magnéticos externos, melhoria de
contrastes para deteccdo de microtumores e na magnetohipertemia para o
tratamento de tumores. Saldanha (2007) demonstrou em testes in vitro para
células de rins e tumorais, que PAM leva a morte celular por mecanismos
apoptoéticos, caracteristicas desejaveis para o tratamento de cancer. Esta é mais
uma vantagem no tratamento de tumores especificos do SN, que exige a
destruicdo controlada dos tecidos anormais, a fim de evitar efeitos colaterais
como processos heurodegenerativos e consequentes alteragdes de
comportamento. Para garantir com seguranca as vantagens de PAM seréao
necessarios desenvolver novos estudos de andlises nanotéxicas, incluindo taxas
de estresse oxidativo, metabolismo e modificacbes dos padrées de expressao
génica.

A caracteristica superparamagnética de PAM permite a possibilidade de
estudos das influéncias de campos magnéticos em modelos biologicos, tanto os
efeitos elétricos, térmicos e ndo térmicos. Estudos elétricos ndo necessariamente
com nanoparticulas enfocam, por exemplo, o tratamento de canceres (Tell6 et al.
2004) e modulagédo de sinais bioelétricos em tecidos para o entendimento de
capacidades regenerativas (Levin, 2007). Estudos térmicos incluem a ja citada
magnetohipertermia antitumoral. E um campo bastante interessante sdo os
estudos de efeitos magnéticos nao térmicos, que refletem modificacdo dos
padrdes comportamentais, como o tratamento da depressao (Barros, 2004). Estas
abordagens ocorreriam com a introducdo de PAM, mas quais seriam as
conseqUéncias da interacdo de NM artificiais com as NM biogénicas produzidas
pelo SN (Kirschvink et al, 1992)7?

A presenca de nanoparticulas magnéticas biogénicas de 6xido de ferro
acontece em todos 0s organismos, desde proteobactérias até os animais
superiores (Kirschvink et al, 1992). Nos animais estas particulas magnéticas estéao
relacionadas com georientacdo magnética, sendo que nos humanos, tal funcao
nao € significativa no que se relaciona a distribuicido das nanoparticulas

magnéticas no cérebro humano tende a se concentrar em estruturas com alto
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metabolismo de ferro e nas meninges (Kirschvink et al,1992). Para explicar esse
fato, algumas hipdteses poderiam ser a de protecdo contra campos magnéticos
externos e regulacao no padrao de desenvolvimento, maturacao e funcionamento
do SN, porque a concentracdo varia com a idade. Outra hipétese interessante
seria se o SN funcionaria como um modelo biolégico com magnetoresisténcia
gigante.

A magnetoresisténcia gigante (MRG) é um fenémeno de mudanca da
resisténcia elétrica de um material devido a aplicacdo de campo magnético. Este
efeito de condutividade eletrbnica acontece em materiais com multicamadas
ferromagnéticas e ndao magnéticas. (Baibich et al, 1988). A natureza do SN
apresenta esta caracteristica devido a presenca das nanoparticulas magnéticas
biogénicas, que seria a parte ferromagnética e o parénquima nervoso que seria a
parte ndo magnética, as quais determinariam uma possivel magnetoresisténcia
gigante granular. Outra varidvel que corroboraria com o funcionamento do SN
com MRG sao as geracdes de campos magnéticos durante as transmissdes
sindpticas elétricas. O estudo das caracteristicas de condutividade eletrdnica dos
materiais € denominado Spintrénica, baseado nas cargas e nos spins dos
elétrons. Este fenbmeno atua na tecnologia dos Ipods, os quais os leitores de
disco rigido trabalham a temperaturas entre 50-60°C e geram memorias
magnéticas nao volateis (Baibich M., comunicacao pessoal). O interessante do
fenbmeno de MRG no SN é, extrapolando um pouco, sugerir uma possivel
formagdo de uma memoria ndo-volatil e ndo vinculada a estruturas especificas,
mas dispersa no SN e a adicdo de mais um fenémeno fisico que interfira no SN.
Estudos recentes ja relataram a existéncia de MRG no DNA (Wei et al, 2006).

Enfim, o PAM um dia podera ser usado em aplicacées neuroclinicas e
quem sabe, como ferramenta de estudo de efeitos magnéticos externos e
intrinsecos na dindmica do funcionamento do SN, incluindo doencas
neurodegenerativas, regeneracao neuronal e comportamento. Estas perspectivas

sdo inclusive objetos de pesquisa para a continuacdo de um doutorado.
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