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RESUMO 

 

 

Nanopartículas de maguemita recobertas com ácido 2,3-dimercarptosuccínico (FM-

DMSA) apresentam distribuição preferencial para o pulmão sendo internalizadas por 

macrófagos; processo que pode ocorrer pela opsonização por proteínas 

plasmáticas. A fim de determinar a estabilidade das nanopartículas, em diferentes 

meios de dispersão, o diâmetro hidrodinâmico foi obtido por espalhamento dinâmico 

de luz, em diferentes concentrações de albumina sérica bovina (BSA) e soro de 

camundongo (SC). Essas concentrações foram utilizadas para ensaios de 

sedimentação em espectrofotômetro, por 180 minutos. Nos ensaios de 

internalização, macrófagos alveolares e peritoneais foram tratados com 0,03 ou 0,06 

mgFe/mL FM-DMSA na presença de 4,5% de SC ou 1,5% e 2,5% de BSA em meio 

de cultura, por 2h à temperatura ambiente (TA). Foi utilizado como controle positivo 

poli-L-lisina em meio de cultura e apenas meio de cultura como controle negativo. 

Na determinação intracelular de ferro utilizou-se o kit de Ferrozine da Labtest, com 

modificações. A produção das citocinas IL-10, IL-6, IL-1β, TNF-α e TGF-β foi 

analisada por ELISA. A avaliação da citotoxicidade foi verificada pelo ensaio com 

MTT, após 2h30 a TA ou 2h30 e 12h a 37°C e 5% de CO 2 atmosférico. Observou-se 

diâmetros hidrodinâmicos equivalentes e ausência de sedimentação para as 

concentrações de 4,5% para o SC nas duas concentrações de ferro testadas e de 

1,5% e 2,5% para o BSA nas concentrações de 0,03 mgFe/mL e 0,06 mgFe/mL, 

respectivamente. A internalização de ferro foi significativamente menor para os 

grupos com FM-DMSA e SC em relação aos grupos incubados com FM-DMSA e 

BSA e em relação ao controle positivo, não havendo diferença em relação ao 

controle negativo. A baixa internalização observada para o FM-DMSA na presença 

de SC demonstra que a opsonização pode não ser a principal via de internalização. 

Mesmo com aumento da internalização para alguns grupos experimentais, não 

houve citotoxicidade do FM-DMSA. A dosagem das citocinas demonstrou que os 

macrófagos alveolares e peritoneais incubados com o FM-DMSA produzem IL-1β e 

TNF-α em níveis basais, indicando a baixa atividade pró-inflamatória. Por outro lado, 

houve maior produção de TGF-β, IL-10 e IL-6 pelos macrófagos peritoneais que 

indica a ocorrência de uma resposta antiinflamatória para os macrófagos peritoneais. 
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ABSTRACT 

 

 

Maghemite nanoparticles coated with 2,3-dimercarptosuccinic  acid (MNP-DMSA) 

showed preferential distribution to lungs, where they are uptaken by resident 

macrophages. Internalization can occur due to opsonization by serum proteins. This 

study evaluated the effects of MNP-DMSA on the viability, phagocyte activity, and 

cytokine production by murine macrophages. The hydrodynamic diameter of 

nanoparticles was obtained by dynamic light scattering in RPMI-1640 with bovine 

serum albumin (BSA) or mouse serum (MS) to determine the concentration of BSA 

and MS that have equivalent nanoparticle diameters. These concentrations were 

used for sedimentation assays in spectrophotometer for 180 minutes. For 

internalization analysis, peritoneal and pulmonary macrophages obtained from mice 

were treated with MNP-DMSA at concentrations of 0.03 and 0.06 mgFe/mL with 

4.5% of MS or 1.5 % and 2.5% BSA in RPMI-1640 for 2 hours at room temperature 

(RT). Treatment with poly-L-lysine was used as positive control and medium without 

MNP-DMSA as negative control. For determination of intracellular iron, ferrozine kits 

from Labtest were used, with modifications. Production of IL-10, IL-6, IL-1β, TNF-α 

and TGF-β were analyzed by ELISA. Cytotoxicity with MTT assays was analyzed for 

2h30 at RT or 2h30 and 12h at 37 °C and atmosphere with CO2 at 5%. MS and BSA 

concentrations showed equivalent nanoparticle hydrodynamic diameter and no 

sedimentation for MS at 4.5%, in both iron concentrations used, and for BSA at 1.5% 

(for 0.03 mgFe/mL) and 2.5% (for 0.06 mgFe/mL). The internalization of iron was 

significantly lower for groups with MNP-DMSA incubated with MS than for those 

incubated with BSA and positive controls. There was no significant difference 

between the negative control group and the macrophages incubated with MNP-

DMSA in MS. The low internalization of MNP-DMSA in the presence of MS 

demonstrates that opsonization of serum proteins may not be the main route of 

internalization. Cytokine levels showed that the pulmonary and peritoneal 

macrophages incubated with MNP-DMSA produced IL-1β and TNF-α at baseline 

levels, indicating a low pro-inflammatory activity. On the other hand, there was an 

increase in TGF-β, IL-10 and IL-6 by peritoneal macrophages, indicating that 

peritoneal macrophages have an anti-inflammatory activity.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

As nanopartículas têm sido amplamente utilizadas para os mais diversos fins, 

inclusive para aplicações biomédicas. A utilização das mesmas permite, por 

exemplo, aumento na solubilidade de drogas pouco solúveis, o direcionamento dos 

fármacos de maneira célula ou tecido-específica, a passagem de drogas através das 

barreiras epiteliais e endoteliais, o direcionamento de grandes moléculas para os 

espaços intercelulares, o co-direcionamento de dois ou mais fármacos em uma 

terapia combinatória e o monitoramento dos locais de direcionamento dos fármacos 

por técnicas de visualização das nanopartículas (FAROKHZAD et al., 2009). Além 

disso, as nanopartículas melhoram a farmacocinética das drogas, reduzindo seus 

efeitos colaterais e tornando suas ações mais eficazes. Todas essas características 

podem vir acompanhadas, inclusive, por uma diminuição do custo nos tratamentos 

(DOBROVOLSKAIA et al., 2008; KARLSSON et al., 2008).  

Embora as nanopartículas tenham se revelado importantes ferramentas 

tecnológicas, é preciso melhor avaliar as suas aplicações biológicas. Quando 

alcançam a circulação sanguínea, essas nanoestruturas encontram um ambiente 

complexo com proteínas plasmáticas e células imunitárias. O encontro com 

fagócitos, por exemplo, pode levar a um processo de internalização das mesmas. 

Essa internalização pode ocorrer por diversas vias; podendo, inclusive, ser facilitada 

pela opsonização das nanopartículas, ou seja, adsorção de proteínas plasmáticas 

em suas superfícies. Tal fagocitose impede que as partículas cheguem ao sítio de 

interesse ou permaneçam livres nos tecidos, reduzindo a eficácia dos tratamentos. 

Somando-se a essa questão, existem os efeitos adversos gerados pelo sistema 

imunitário que podem acarretar, por exemplo, reações de hipersensibilidade 

(DOBROVOLSKAIA et al., 2008). Por outro lado, no tratamento de algumas doenças 

e em diagnósticos por imagem a internalização das nanopartículas pode ser 

importante para direcioná-las a sítios específicos como fígado, baço, pulmão e 

tecidos linfóides (BEDUNEAU et al., 2009). Assim, é importante compreender a 

resposta do organismo às nanopartículas, incluindo caracterizar a ação do sistema 

imunitário inato para, posteriormente, utilizar estratégias que minimizem seus efeitos 

adversos; modificando, por exemplo, a superfície das nanopartículas para minimizar 
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a ação do sistema complemento, um dos componentes da imunidade inata, ou para 

torná-las mais eficazes (DOBROVOLSKAIA et al., 2008).  

Dentre a grande variedade de nanopartículas que vêm sendo produzidas, 

merecem destaque as nanopartículas que constituem os fluidos magnéticos (FM). 

Os FM são sistemas coloidais estáveis formados por nanopartículas magnéticas 

dispersas em meios líquidos orgânicos ou inorgânicos (PAPELL, 1964).  

Estudos demonstraram que o fluido magnético contendo nanopartículas 

magnéticas recobertas com ácido 2,3-dimercaptosuccínico (FM-DMSA) apresenta 

distribuição preferencial para o pulmão após administração intravenosa em 

camundongos (CHAVES et al., 2002; GARCIA et al., 2005; VALOIS et al., 2009). No 

entanto, também tem sido demonstrado que as nanopartículas magnéticas do FM-

DMSA induzem a migração transendotelial de monócitos para o parênquima 

pulmonar e parte dessas nanopartículas é internalizada pelos monócitos presentes 

na circulação sanguínea e por macrófagos no tecido. Além disso, a administração de 

FM-DMSA aumenta a produção de citocinas e a expressão de moléculas que atuam 

como receptores de proteínas de complemento em macrófagos no pulmão (VALOIS 

et al., 2009). Essas observações são indicativas da ativação do sistema imunitário 

inato pelo FM-DMSA. 

Tendo em vista as possíveis aplicações do FM-DMSA em terapias com 

aplicação intravenosas, torna-se importante uma melhor compreensão da relação 

entre a resposta imune inata desencadeada pela administração dessas 

nanopartículas magnéticas. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 Nanopartículas magnéticas  

 

 

As nanopartículas magnéticas possuem dimensões nanométricas (1 a 100 

nm) que conferem a elas propriedades magnéticas singulares (ASTM International 

Committee E56 on Nanotechnology, 2006; LAURENT et al., 2008). Na ausência de 

um campo magnético, as nanopartículas magnéticas possuem elétrons com spins 

desordenados; contudo a incidência de um campo magnético externo é capaz de 

orientar o momento magnético das partículas, tornando-as magnetizadas. Quanto 

mais forte o campo magnético, maior será a magnetização das nanopartículas. A 

propriedade de tornar-se magnetizada apenas na presença de um campo magnético 

é conhecida como paramagnética, sendo que partículas com elevada 

susceptibilidade magnética são denominadas superparamagnéticas (KACHKACHI, 

2006; LIN et al., 2010).  

As nanopartículas magnéticas podem ser empregadas em áreas da 

mineralogia, geologia, química e biomedicina (LIN et al., 2008). Nas aplicações 

biomédicas (figura 1), as nanopartículas magnéticas são muito utilizadas como 

agente de contraste para imagens de ressonância magnética, contudo diversos 

estudos são desenvolvidos para diversificar a funcionalidade dessas nanopartículas. 

Assim, dependendo da cobertura e moléculas associadas às nanopartículas, os FM 

podem ser utilizados na separação de células e biomoléculas, na engenharia 

tecidual, no tratamento de tumores por hipertemia e no carreamento de drogas e 

DNA a alvos específicos (ITO et al., 2005; LIN et al., 2008; MORAIS et al., 2005; 

MCBAIN et al., 2008). Diversos estudos com nanopartículas magnéticas para esses 

fins estão sendo desenvolvidos, principalmente com células e modelos animais. Os 

testes clínicos ainda são escassos, uma vez que é preciso maior compreensão e 

consolidação dos conceitos envolvidos na aplicação desse tipo de nanopartícula 

(LAURENT et al., 2008; LIN et al., 2008; LIN et al., 2010; MCBAIN et al., 2008).  
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  Figura 1.  Aplicações biomédicas das nanopartículas magnéticas. 

 

 

Existem diversos materiais para a produção de nanopartículas magnéticas, 

como os óxidos de ferro e as ferritas. Contudo muito desses materiais são bastante 

tóxicos para aplicações in vivo. Os óxidos de ferro, tais como a magnetita (Fe3O4) e 

maguemita (γ-Fe2O3), são componentes mais seguros para a administração in vivo. 

As nanopartículas magnéticas de maguemita apresentam vantagem adicional em 

relação às de magnetita por possuírem ferro em um estado oxidado (Fe3+), 

ocasionando menos danos ao organismo (MCBAIN et al., 2008).Embora as 

nanopartículas de óxido de ferro sejam menos tóxicas que aquelas produzidas a 

partir de outros metais, ainda há preocupações acerca de seus efeitos no 

organismo, pois elas podem ser internalizadas e afetar as atividades celulares. 

Assim, torna-se essencial a utilização de coberturas com substâncias biocompatíveis 

para uma menor citotoxicidade (LIN et al., 2010). 



 

A cobertura das nanopartículas de óxido de ferro é essencial para torná

biocompatíveis e estáveis em solução fisiológica

utilizando-se de polímeros naturais, tais como carboidratos, proteínas e lipídeos e 

coberturas com polímeros sintéticos, sílica, ouro, entre outros. É possível, ainda, 

acoplar biomoléculas ativas a essas coberturas como anticorpos e DNA, tornando

específicas a determinados alvos (MCBAIN et al., 2008). 

O ácido meso-

vantagens quando utilizado como cobertura de nanopartículas de óxido de ferro. Ele 

é capaz de formar complexos fortes

et al., 2003). Além disso, é possível imobilizar moléculas na superfície devido aos 

seus grupamentos químicos disponíveis (figura 2). 

proteínas em nanopartículas magnéticas rec

Grande parte dos estudos, busca imobilizar proteínas por meio dos g

carboxílicos, embora a imobilização pelas sulfidrilas também possa ser utilizada para 

a formação de ligação covalente com ligantes biológicos. A liga

sulfidrilas pode ser alcançada sem a utilização de reagentes específicos, apenas 

incubando as proteínas de interesse com as nanopartículas (GAN, et al., 2007; 

LAURENT et al., 2008; LEE et al., 2008; LI et al., 2007; MACIEL, 2008; ZHANG et 

al., 2007).  

 

 

    

 

    

 

 

     Figura 2. Fórmula estrutural do DMSA.
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A cobertura das nanopartículas de óxido de ferro é essencial para torná

estáveis em solução fisiológica. Essa cobertura

de polímeros naturais, tais como carboidratos, proteínas e lipídeos e 

coberturas com polímeros sintéticos, sílica, ouro, entre outros. É possível, ainda, 

acoplar biomoléculas ativas a essas coberturas como anticorpos e DNA, tornando

íficas a determinados alvos (MCBAIN et al., 2008).  

-2,3-dimercarpatosuccínico (DMSA) apresenta grandes 

vantagens quando utilizado como cobertura de nanopartículas de óxido de ferro. Ele 

complexos fortes com a superfície das nanopartículas (WILHELM 

et al., 2003). Além disso, é possível imobilizar moléculas na superfície devido aos 

seus grupamentos químicos disponíveis (figura 2). As estratégias de imobilização de 

proteínas em nanopartículas magnéticas recobertas com DMSA variam bastante. 

Grande parte dos estudos, busca imobilizar proteínas por meio dos g

carboxílicos, embora a imobilização pelas sulfidrilas também possa ser utilizada para 

a formação de ligação covalente com ligantes biológicos. A liga

sulfidrilas pode ser alcançada sem a utilização de reagentes específicos, apenas 

incubando as proteínas de interesse com as nanopartículas (GAN, et al., 2007; 

LAURENT et al., 2008; LEE et al., 2008; LI et al., 2007; MACIEL, 2008; ZHANG et 
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A cobertura das nanopartículas de óxido de ferro é essencial para torná-las 

cobertura pode ser feita 

de polímeros naturais, tais como carboidratos, proteínas e lipídeos e 

coberturas com polímeros sintéticos, sílica, ouro, entre outros. É possível, ainda, 

acoplar biomoléculas ativas a essas coberturas como anticorpos e DNA, tornando-as 

dimercarpatosuccínico (DMSA) apresenta grandes 

vantagens quando utilizado como cobertura de nanopartículas de óxido de ferro. Ele 

com a superfície das nanopartículas (WILHELM 

et al., 2003). Além disso, é possível imobilizar moléculas na superfície devido aos 

As estratégias de imobilização de 

obertas com DMSA variam bastante. 

Grande parte dos estudos, busca imobilizar proteínas por meio dos grupos 

carboxílicos, embora a imobilização pelas sulfidrilas também possa ser utilizada para 

a formação de ligação covalente com ligantes biológicos. A ligação pelos grupos 

sulfidrilas pode ser alcançada sem a utilização de reagentes específicos, apenas 

incubando as proteínas de interesse com as nanopartículas (GAN, et al., 2007; 

LAURENT et al., 2008; LEE et al., 2008; LI et al., 2007; MACIEL, 2008; ZHANG et 
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Como citado anteriormente, para as aplicações in vivo e in vitro, as 

nanopartículas devem estar dispersas em soluções fisiológicas; porém, com os sais 

nessas soluções, elas tendem a aglomerar. A estabilização das nanopartículas é, 

portanto, é essencial para obter FM que não agreguem em meio biológico. Vale 

ressaltar que, além da cobertura, o conteúdo do meio de dispersão também ajuda na 

estabilização das nanopartículas magnéticas (ALEXIS et al., 2008; ALLOUNI et al. 

2009; BIHARI et al., 2008; BUFORD et al., 2007; CHEN et al., 2008; DENG et al., 

2009; LIM et al., 2008; XU, 1998). 

 

 

2.2 Aglomeração de nanopartículas 

 

  

A toxicidade das nanopartículas está associada a diversas características 

físico-químicas das mesmas, tais como forma, tamanho, área de superfície, estado 

de aglomeração, potencial de superfície, e a química de sua superfície. Ainda, a 

aglomeração e subsequente sedimentação das nanopartículas dependem da forma, 

do tamanho, do tempo e da dose utilizada durante sua aplicação. Assim, essas 

propriedades devem ser consideradas ao se realizarem estudos de toxicidade in 

vitro (ALLOUNI et al., 2009; GUPTA et al., 2008; HAMILTON et al., 2008; MÜLLER 

et al., 2007; SUZUKI et al., 2008). 

Aglomerados de nanopartículas são definidos como um grupo de partículas 

mantidas unidas por forças relativamente fracas, tais como as forças de van der 

Waals, que podem facilmente se romper, em fragmentos menores. O conceito de 

agregados difere-se do de aglomerados, pois nele os componentes individuais estão 

fortemente associados por ligações químicas (ASTM International Committee E56 on 

Nanotechnology, 2006).  

 O estado de aglomeração é essencial para determinar como as 

nanopartículas irão circular e ser eliminadas no organismo. A aglomeração também 

afeta a dissolução das nanopartículas. Assim, a caracterização do tamanho da 

partícula primária e dos aglomerados é essencial, pois pode afetar a deposição, a 

eliminação e as respostas celulares acarretando, por exemplo, o aumento da 

resposta inflamatória (GRASSIAN et al., 2007; PETTIBONE et al., 2008). 
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A investigação dos efeitos das nanopartículas em dispersões contendo 

aglomerados não é apropriada, pois as repostas celulares podem ser diferentes 

daquelas de nanopartículas não aglomeradas. Há diversas maneiras descritas para 

minimizar o efeito de aglomeração, tais como a utilização de surfactantes 

pulmonares, tween, fluido do lavado bronco-alveolar, albumina e soro como 

estabilizantes em soluções fisiológicas (ALLOUNI et al., 2009; BIHARI et al., 2008; 

BILITWISKI et al., 2008; GÓMEZ et al., 2006; GUPTA et al., 2008; LINGNAU et al., 

2007).  

Em um estudo utilizando diversas formas de estabilização de nanopartículas 

dos mais diferentes tipos de materiais (TiO2, prata, ZnO, SiO2, poliestireno, entre 

outras) BIHARI et al. (2008) determinaram que, independente do tipo de partícula, 

dispersões com albumina sérica humana (HSA), albumina sérica murina (MSA) ou 

albumina sérica bovina (BSA) levam a uma redução do diâmetro hidrodinâmico 

médio dos aglomerados, tanto em PBS quanto em meio de cultura RPMI-1640. 

Outros estudos também observaram o potencial do soro e  da albumina em reduzir o 

estado de aglomeração das nanopartículas, determinando que as proteínas e os 

lipídeos possuem um efeito importante ao depositarem-se em suas superfícies 

(ALLOUNI et al., 2009; BUFORD et al., 2007; CHEN et al., 2008; DENG et al., 2009). 

 A aglomeração das nanopartículas também pode ser responsável por 

potencializar os seus efeitos tóxicos, principalmente por provocar o aumento da 

internalização celular. Os efeitos citotóxicos das nanopartículas de óxido de ferro 

incluem a transitória indução de espécies reativas de oxigênio (EROs) que pode 

prejudicar a membrana plasmática, as mitocôndrias e o material genético das 

células. Isso porque no lisossomo a presença de ferro leva à reação de Fenton 

(figura 3), na qual os íons de ferro reagem com peróxido de hidrogênio, resultando 

na formação de radicais livres de oxigênio extremamente reativos que levam aos 

danos celulares (SOENEN; CUYPER, 2009; LIN et al., 2010). 

 

 

 

 

Figura 3. Representação esquemática da Reação de Fenton. 
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2.3 Sistema Imunitário 

 

 

O sistema imunitário é constituído por células e moléculas que podem 

desencadear dois tipos fundamentais de respostas imunes a partir do contato com 

patógenos. A resposta imune adaptativa é caracterizada pela ação antígeno-

específica dos linfócitos T e B. Uma vez ativadas contra um determinado antígeno, 

essas células são capazes de reconhecê-lo em infecções subsequentes, 

combatendo-os prontamente. Por outro lado, a resposta imune inata não é 

específica e não possui memória. Nesse tipo de resposta estão envolvidas células 

fagocitárias tais como neutrófilos, macrófagos e monócitos; células responsáveis 

pela liberação de mediadores inflamatórios (mastócitos, eosinófilos e basófilos) e 

células NK (Natural Killer). O componente molecular desse tipo de resposta inclui o 

sistema complemento, proteínas de fase aguda, citocinas e quimiocinas (DELVES; 

ROITT, 2000).  

O sistema complemento contribui para as defesas do hospedeiro de várias 

maneiras, podendo auxiliar a fagocitose pela opsonização, recrutar e ativar várias 

células incluindo células polimorfonucleares (PMNs) e macrófagos, participar na 

regulação de respostas de anticorpos e auxiliar na eliminação de complexos 

imunológicos e células apoptóticas. O complemento compreende mais de 20 

proteínas séricas que são produzidas por uma variedade de células incluindo, 

hepatócitos e macrófagos. As proteínas do complemento ligam-se a imunoglobulinas 

ou a componentes de membrana das células. Outras proteínas são proenzimas que, 

quando ativadas, clivam outras proteínas do complemento. Com a clivagem, 

algumas das proteínas do complemento liberam fragmentos que podem ativar 

células, aumentar a permeabilidade vascular e promover a opsonização (MAYER, 

2009). 

De forma geral, existem três vias distintas para a ativação do complemento 

que dependem de diferentes moléculas para seu início. A via clássica que é ativada 

por complexos antígeno-anticorpo na superfície do patógeno (DELVES; ROITT, 

2000); a via da lectina ligadora de manose que se inicia pela ligação de uma lectina 

sérica a carboidratos contendo manose presentes na superfície dos patógenos 

durante a fase aguda (GUPTA et al., 2008); e a via alternativa, resultante da ligação 
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espontânea do C3 ativado, presente no plasma, à superfície do patógeno (DELVES; 

ROITT, 2000).  

Independentemente da fonte de ativação do complemento, o resultado é o 

mesmo: clivagem de C3 associado à membrana dos patógenos pelas convertases 

C3. A clivagem da proteína C3 gera o fragmento pequeno C3a (mediador 

inflamatório que age recrutando fagócitos) e o fragmento grande C3b que opsoniza o 

patógeno, depositando-se sobre a sua superfície, permitindo o reconhecimento por 

receptores de C3b para a fagocitose. Subsequentes proteólises de C3b levam a 

produção dos fragmentos iC3b, C3c e C3dg, reconhecidos por diferentes receptores. 

Caso o C3b não seja clivado a iC3b, a cascata pode prosseguir resultando na 

formação de outros fragmentos envolvidos no recrutamento de mais células (C4a e 

C5a) e de fragmentos que serão responsáveis por formar o complexo de ataque à 

membrana em bactérias como C5b, C6, C7, C8 e C9 (DELVES; ROITT, 2000; 

SUZUKI et al., 2008).  

 A ativação do complemento pode resultar, portanto, em três maneiras 

distintas de ação para a proteção contra uma infecção: produção de grande 

quantidade de proteínas do complemento ativadas que se ligam ao patógeno, 

opsonizando-o, para que seja internalizado pelos fagócitos portadores de receptores 

para o complemento; quimioatração e ativação de mais células fagocitárias ao sítio 

de ação do complemento, e, por último, os danos às membranas celulares devido à 

formação de poros pelas proteínas do complemento (SUZUKI et al., 2008). 

 

 

2.4 Ativação de macrófagos 

 

 

Monócitos e macrófagos são células especializadas na fagocitose de 

microrganismos e partículas estranhas (GORDON, 2008) e capazes de produzir uma 

grande variedade de citocinas. Quando ativadas, essas células mononucleares 

liberam, dentre outras citocinas, IL-1, IL-6, TNF-α, IL-10 e TGF-β que desencadeiam 

processos essenciais da resposta imune, ativando células endoteliais e células de 

defesa, inclusive outras células mononucleadas (DALE et al., 2008).  A ativação de 

monócitos e de macrófagos residentes resulta na fagocitose, sendo que a 
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capacidade fagocitária dos mesmos depende de uma precisa regulação das 

citocinas no organismo (DALE et al., 2008; LINGNAU  et al., 2007).  

 Denomina-se fagocitose o processo de ligação e reconhecimento do 

patógeno (partículas, bactérias e células apoptóticas) por receptores de superfície 

celular das células fagocitárias e posterior internalização em vesículas seguida pela 

sua destruição (ADEREM; UNDERHILL, 1999; BILITWISKI, 2008; LINGNAU  et al., 

2007). Diferentes receptores são responsáveis pela fagocitose mediada pelos 

monócitos e macrófagos (DELVES; ROITT, 2000; LINGNAU et al., 2007). Existem 

receptores que reconhecem padrões de motivos estruturalmente semelhantes em 

diferentes moléculas, discriminando entre o próprio e o não-próprio. Estes 

receptores são as lectinas ligadoras de manose. Um segundo grupo de receptores 

de fagócitos abrange os receptores de varredura, que possuem uma grande 

variedade de ligantes (bactérias, partículas não opsonizadas e lipoproteínas 

modificadas) (HAMILTON et al., 2008). Receptores de monócitos e macrófagos que 

reconhecem moléculas do Complemento e a porção Fc dos anticorpos também são 

capazes de mediar a fagocitose (DELVES; ROITT, 2000) 

 Durante a resposta imune, os macrófagos são ativados para combater 

patógenos, partículas ou células apoptóticas. Nessas situações eles podem 

diferenciar-se de acordo com a ativação. A ativação clássica dos macrófagos resulta 

em células com capacidade de produção de grandes quantidades de espécies 

reativas de oxigênio (EROs) para o combate de patógenos intracelulares e 

apresentação de antígenos. Macrófagos ativados pela via clássica são capazes de 

secretar uma variedade de citocinas pró-inflamatórias: TNF-α, IL-1β, IL-12, IL-18. Na 

ativação alternativa dos macrófagos há grande produção de IL-10, TGF-β e 

arginase-1 para combater patógenos extracelulares e para o reparo tecidual 

podendo agravar processos fibróticos (DALEY et al., 2009; FAIRWEATHER et al., 

2009; FLAVELL et al., 2010; XU et al., 2006). 

As citocinas são proteínas solúveis de baixo peso molecular produzidas por 

vários tipos celulares e auxiliam na resposta imune recrutando e ativando células 

imunes, estimulando a produção de radicais livres e de outras proteínas 

inflamatórias. São essenciais para a integração na resposta imune. Dentre os 

diversos tipos de citocinas, TNF-α, IL-1β, IL-10, IL-6 e TGF-β são produzidas por 

macrófagos e desempenham papéis impotantes na resposta imune (DELVES; 
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ROITT, 2000; SCHUH et al., 2003; SUZUKI et al., 2008). O resumo da produção e 

ação dessas citocinas pode ser observado na tabela 1. 

Como citado anteriormente, uma importante habilidade dos macrófagos é 

produzir citocinas pró-inflamatórias e antiinflamatórias. O balanço desses dois tipos 

de citocinas define a resposta imune que será gerada (CHUNG et al., 2006). 

O TNF-α é produzido principalmente por monócitos, fibroblastos e células 

endoteliais. Macrófagos, linfócitos T e B, células musculares lisas, eosinófilos, 

condrócitos e osteoblastos também produzem essa citocina após estimulação. 

Devido a sua ação pró-inflamatória e pró-oxidativa, o TNF-α pode complicar diversas 

doenças tais como psoríase, artrite reumatóide e desordens pulmonares. O TNF-α é 

capaz de estimular a produção de EROs, in vitro e in vivo. Além disso, ele também é 

responsável pela produção de outras moléculas pró-inflamatórias 

(MUKHOPADHYAY et al., 2006).  

A IL-1 é uma citocina pró-inflamatória importante na ativação de macrófagos e 

células T e no estímulo da produção de citocinas quimiotáticas para o recrutamento 

de células imunes. Atuando, por exemplo, na atração de neutrófilos pelo estímulo da 

produção de IL-8 e PAF (fator ativador de plaquetas) (DELVES e ROITT, 2000; 

GOODMAN et al., 2003; WAGNER; ROTH, 2000). 

A IL-6 está envolvida na diferenciação de monócitos em macrófagos, aumento 

da expressão de MCP-1 para o recrutamento de monócitos e de IL-8 para o 

recrutamento de neutrófilos. Essa citocina também é responsável pela redução da 

produção de IL-1β e TNF-α (KAPLANSKI et al., 2003). A citocina TGF-β é muito 

estudada devido às suas características de estimular a fagocitose de células em 

apoptose e inibir a produção de citocinas pró-inflamatórias, de óxido nítrico e de íon 

superóxido, reduzindo a inflamação e prevenindo o desenvolvimento de 

imunopatologias (LI et al., 2006). 

Durante o processo de reparo tecidual, o TGF-β é importante na inflamação, 

angiogênese e reepitelização. Ele também é responsável por facilitar o recrutamento 

de células inflamatórias, aumentar a ação de fagocitose de restos celulares pelos 

macrófagos e desativar a produção de EROs  dessas células, protegendo os tecidos 

não afetados (BARRIENTOS et al., 2008).  

Além de apresentar atividade antiinflamatória, o TGF-β exerce uma ação pró-

fibrótica, estando envolvido na produção de colágeno, por isso os macrófagos têm 

sido associados a processos de fibrose no pulmão, rim, fígado e em outros órgãos 
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(BARRIENTOS et al., 2008; NACU et al., 2008). Fibrose é o excesso de deposição 

de matriz extracelular, inclusive colágeno, resultante de reações inflamatórias 

crônicas induzidas por infecções persistentes, reações auto-imunes, respostas 

alérgicas, dentre outras (WYNN, 2008). 

O TGF-β é responsável pelo recrutamento de monócitos para o local da 

inflamação por múltiplos mecanismos: age como quimiotrativo, induz expressão de 

moléculas de adesão como a LFA-1 e o receptor de fibronectina nos monócitos e 

induz produção de metaloproteinases da matriz para a dissolução de membranas 

vasculares, facilitando a transmigração. Os monócitos diferenciam-se em 

macrófagos com o auxílio do TGF-β, aumentando a resposta inflamatória e retirada 

de restos celulares. O TGF-β também pode estimular a IL-6 em monócitos, mas 

quando eles se diferenciam em macrófagos, ele atua fundamentalmente como 

inibidor dessa citocina (BARRIENTOS et al., 2008; LI et al., 2006). 

A IL-10 é produzida por macrófagos, células dendríticas, linfócitos B e T 

dentre outras, geralmente atua como uma citocina antiinflamatória e 

imunossupressiva, diminuindo a inflamação crônica e inibindo a fibrose (WYNN, 

2008). Ela é capaz de inibir as funções de células Th1, células NK, monócitos e 

macrófagos, inclusive a síntese de citocinas pró-inflamatórias (IL-1, IL-6, IL-12, IL-18 

e TNF-α), quimiocinas (MCP1, MCP5, IL-8, MIP-2) e a produção de óxido nítrico. 

Sendo assim, a IL-10 é capaz de restringir a resposta inflamatória (COUPER et al., 

2008; ZHANG, et al., 2010). Embora a IL-10 seja uma citocina antiinflamatória e 

imunosupressiva, ela é responsável por aumentar a fagocitose mediada por 

anticorpos e complemento (LINGNAU et al., 2007). 
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Tabela 1.  Principais citocinas produzidas por macrófagos e suas ações.  

Citocina  Fonte  Ação  

 

IL-1β 

 

Macrófagos 

Células 

epiteliais 

 

Ativação de células T 

Ativação de macrófagos 

Promoção da inflamação 

Quimiotaxia de neutrófilos 

 

IL-6 

 

Macrófagos 

Células Th2 

Células 

epiteliais 

 

Ativação de linfócitos 

Diferenciação de células B e de monócitos 

Aumento da queima oxidativa 

Redução da produção de IL-1β e TNF-α 

Produção de proteínas de fase aguda 

 

IL-10 

 

Macrófagos 

Células T 

Células B 

 

Imunossupressiva e antiinflamatória 

Inibição de células Th1, Células NK, monócitos e macrófagos 

Inibição da síntese de citocinas pró-inflamatórias, quimiocinas 

e de óxido nítrico.  

 

TNF-α 

 

 

 

 

 

 

 

 

Monócitos 

Macrófagos 

Células NK 

Células T 

Células B 

Mastócitos 

Fibroblastos 

Células 

endoteliais 

 

Promoção da inflamação e oxidação 

Ativação do endotélio 

Ativação do fator de transcrição NFκβ 

 

 

TGF-β 

 

Monócitos 

Macrófagos 

Mastócitos 

Células B 

Células T 

 

Atração de monócitos 

Diferenciação de monócitos em macrófagos 

Imunossupressão 

Produção de colágeno 

Estímulo da fagocitose de restos celulares 

Inibição da produção de EROs 
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2.5 Ação das nanopartículas sobre o Sistema imunitá rio 

 

 

A atuação do complemento e a produção de citocinas são eventos da 

imunidade inata que auxiliam na compreensão dos fenômenos ocasionados pelas 

nanopartículas sobre o sistema imunitário, que podem ser induzidos por diferentes 

nanopartículas e coberturas (CHEN et al., 2006; GÓMEZ  et al., 2006).  

O sucesso da aplicação de nanopartículas de óxido de ferro depende da 

inexistência de graves efeitos imunológicos; uma vez que, ao serem administradas 

intravenosamente, as nanopartículas encontram um ambiente complexo com 

proteínas plasmáticas e células do sistema imunitário, podendo ser internalizadas 

por células fagocitárias (DOBROVOLSKAIA et al., 2008). Estudos demonstram que 

vários tipos de nanopartículas magnéticas não afetam de forma significativa o 

sistema imunitário. A marcação de macrófagos com nanopartículas de óxido de ferro 

superparamagnéticas associadas a sulfato de protamina, por exemplo, não afeta a 

sua morfologia, a sua capacidade de diferenciação, a expressão de proteínas de 

superfície, a migração, a produção de citocinas e a modulação da atividade de 

outras células; mesmo exibindo alta internalização de nanopartículas por receptores 

de varredura (JANIC et al., 2008). Observa-se também que a ausência de 

citotoxicidade pode vir acompanhada de normalidade nas atividades dos monócitos, 

uma vez que não há produção de IL-1 e IL-6 ou alteração do padrão de migração na 

internalização de nanopartículas superparamagnéticas recobertas com dextran 

(ENGBERINK et al., 2007). 

 Em contrapartida, nanopartículas magnéticas de óxido de ferro denominadas 

Ferucarbotran podem ser internalizadas por macrófagos sem causar morte celular, 

mas alterando algumas de suas funções com maior produção de citocinas (TNF-α), 

mudança nos eventos de migração e com aumento da produção de óxido nítrico 

(HSIAO et al., 2008). Outras nanopartículas magnéticas de magnetita, em pequenas 

doses, levam a alterações no sistema imunitário, com aumento na produção de IL-1, 

IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y, TNF-α, e TGF-β no sangue de animais tratados, 

induzindo uma resposta inflamatória que pode ser acompanhada da produção de 

proteínas de heat shock e metaloproteinases, com alto estresse oxidativo (CHEN et 

al., 2010; PARK et al., 2010a). 
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De modo geral, as nanopartículas magnéticas são bem toleradas pelo 

organismo, porém a administração intravenosa pode levar a efeitos biológicos que 

devem ser considerados. Ao atingirem a corrente sanguínea, as nanopartículas são 

recobertas por componentes do sangue, como proteínas plasmáticas, formando uma 

camada complexa e variável. Certos componentes dessa camada são denominados 

opsoninas, pois aumentam a internalização do material. A opsonização leva ao 

reconhecimento das partículas pelo sistema de defesa do corpo composto por 

células especializadas na fagocitose (AGGARWAL et al., 2009; BERRY; CURTIS, 

2003). 

A camada de proteínas que recobre as nanopartículas produz uma assinatura 

que é reconhecida pelo sistema imunitário determinando a internalização, a rota de 

distribuição nos órgãos e a remoção do organismo. Em geral, quanto maior a razão 

área superficial/volume, mais proteínas ligam-se às nanopartículas. Assim, partículas 

menores, proporcionalmente, apresentam maior interação com as proteínas 

plasmáticas. A caracterização das proteínas também é importante para entender a 

farmacocinética e famarcodinâmica das nanopartículas e depende não apenas do 

tipo de cobertura, mas também do tamanho, da forma, da carga e dos ligantes da 

superfície, da solubilidade e da via de administração (AGGARWAL et al., 2009; 

ALEXIS et al., 2008). 

O mecanismo de adsorção das proteínas ainda é pouco compreendido, é 

provável que proteínas em altas concentrações no plasma inicialmente ocupem a 

superfície, porém posteriormente sejam substituídas por proteínas em menores 

concentrações e de maior afinidade em um processo denominado efeito de Vroman. 

Esse efeito é importante para determinar a biodistribuição das nanopartículas no 

organismo. De forma geral, inicialmente a albumina é a primeira a se ligar, seguida 

de fibrinogênio e de apolipoproteínas. Proteínas do complemento e IgG também se 

ligam em maior quantidade após períodos mais longos (AGGARWAL et al., 2009).  

Algumas proteínas podem afetar diretamente a internalização das 

nanopartículas e sua biodistribuição, pois são reconhecidas pelos macrófagos e 

rapidamente removidas pelo sistema reticulo endotelial, é o caso das proteínas do 

sistema complemento e o fibrinogênio (AGGARWAL et al., 2009).  

A composição e a superfície química das nanopartículas alteram a identidade 

e quantidade de proteínas adsorvidas, assim a adsorção de proteínas do 

complemento depende das características da superfície das nanopartículas como o 
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tipo de polímero utilizado na cobertura, seu tamanho, densidade, configuração de 

superfície e acessibilidade dos grupos reativos. Sabe-se, por exemplo, que 

partículas com superfície carregada ativam o complemento mais eficientemente do 

que partículas neutras. (DOBROVOLSKAIA et al., 2008; HARASHIMA et al., 1998; 

MÜLLER et al., 2006). Partículas neutras apresentam menor opsonização que as 

carregadas e partículas hidrofóbicas são opsonizadas de forma mais eficiente e 

rapidamente internalizadas e removidas da circulação em comparação com as 

hidrofílicas, que resistem a esse processo e são removidas mais lentamente; além 

disso, a composição e quantidade de proteínas que ligam são diferentes. O tamanho 

e a forma influenciam principalmente na quantidade de proteínas que se ligam e não 

na identidade das mesmas (AGGARWAL et al., 2009; ALEXIS et al., 2009; BERRY; 

CURTIS, 2003).  

O êxito da aplicação de nanopartículas depende da permanência na 

circulação sanguínea por um tempo suficiente para que elas alcancem o sítio de 

interesse, como tumores e tecidos inflamados. Entretanto, como podem ser 

prontamente removidas da circulação, estratégias que reduzam esse evento devem 

ser adotadas. A cobertura desses materiais com polímeros hidrofílicos aumenta sua 

meia-vida no sangue. Nanopartículas recobertas com polietilenoglicol (PEG) em alta 

densidade, por exemplo, exibem padrões de adsorção de proteínas diferenciados, 

proporcionando uma menor adsorção de opsoninas e, consequentemente, uma 

menor fagocitose pelas células do Sistema Imunitário, resultando em maior tempo 

de circulação das nanopartículas no sangue (GAUCHER et al., 2008). O PEG reduz 

a ativação do complemento, pois coberturas densas desse polímero ocasionam 

impedimento estérico que previne a opsonização e, portanto, a subsequente 

internalização por macrófagos (MOSQUEIRA et al., 2001). Além do PEG, outras 

coberturas evitam a opsonização: óxido de polietileno, poloxâmeros e dextran 

(AGGARWAL et al., 2009 BERRY; CURTIS, 2003).  

Até mesmo nanopartículas recobertas com polímeros com características 

semelhantes podem resultar em respostas completamente distintas, como acontece 

com o poli-vinil pirrolidona (PVP). O PVP é um polímero hidrofílico assim como o 

PEG, contudo estudos demonstraram que, ao contrário do PEG, o PVP ativa a 

fagocitose pela grande adsorção de opsoninas do sistema complemento e IgG à 

superfície da nanopartícula (GAUCHER et al., 2008). 
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Reduzir o tamanho das partículas também ajuda a diminuir a opsonização e 

internalização das nanopartículas (AGGARWAL et al., 2009; BERRY; CURTIS, 

2003). Observa-se que a internalização de partículas de óxido de ferro depende do 

tamanho. Em geral, após a administração, partículas com mais de 200 nm são 

captadas pelo baço e removidas por fagocitose, resultando em um tempo de 

circulação curto no sangue. Já partículas muito pequenas, menores que 10 nm, 

podem ser rapidamente removidas pelos rins. Assim, o tamanho ideal das 

nanopartículas de oxido de ferro para um tempo prolongado na circulação sanguínea 

seria de 10 -100 nm (LAURENT et al., 2008).  

A maneira pela qual as nanopartículas ativam o complemento também pode 

ser dependente do modelo biológico utilizado. Nanopartículas lipídicas carregadas 

negativamente, por exemplo, ativam o complemento em humanos e porcos da índia 

pela via clássica. Por outro lado, os carregados positivamente, ativam o 

Complemento pela via alternativa. Já em ratos, tanto os lipossomas carregados 

negativamente quanto os carregados positivamente ativam o Sistema Complemento 

pela via clássica (HARASHIMA et al., 1998). 

O soro sanguíneo é bastante complexo e possui diversas proteínas que 

podem atuar como opsoninas, adsorvendo na parede das nanopartículas e 

tornando-as alvo da internalização por macrófagos; entretanto, ao mesmo tempo, ele 

pode atuar como inibidor ou atenuador da fagocitose. Estudos demonstraram que a 

albumina sérica pode reduzir esse processo ao tornar as nanopartículas mais 

hidrofílicas, uma vez que a adsorção de proteínas decorre principalmente das 

interações hidrofóbicas entre as nanopartículas e as opsoninas, embora interações 

eletrostáticas também possam contribuir (EHRENBERG et al., 2009; OGAWARA et 

al., 1999).  A albumina é o principal componente protéico do soro, o que sugere que 

a atividade de inibição da fagocitose pode estar relacionada a ela ou a outras 

proteínas que atuem da mesma maneira (OGAWARA et al., 1999). Assim, a 

internalização de nanopartículas depende tanto das opsoninas quanto de proteínas 

que possuem o efeito contrário, como a albumina, denominadas desopsoninas. Ou 

seja, a internalização depende do balanço entre opsoninas e desopsoninas 

adsorvidas na superfície das nanopartículas (EHRENBERG et al., 2009; GAUCHER 

et al., 2008; OGAWARA et al., 1999).  

Estudos acerca de certos tipos de nanopartículas superparamagnéticas 

demonstram que o reduzido tamanho e a cobertura densa previnem a opsonização 
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das mesmas. Além disso, nanopartículas de óxido de ferro superparamagnéticas 

(SPIO) têm sua internalização aumentada pela adsorção de IgG do soro. Tendo em 

vista esse fato, esses estudos propuseram a ocorrência de uma ligação covalente de 

IgG às nanopartículas. Além disso, verificou-se que a ligação covalente de albumina 

também levava a um aumento na internalização. A ligação covalente do IgG e da 

albumina permite, portanto, utilizar os macrófagos como importantes veículos para 

agentes de contraste em diagnósticos e em terapias (BEDUNEAU et al., 2009; 

CHEN et al., 2008).  

Ainda se discute os benefícios e desvantagens da ligação de proteínas, uma 

vez que elas podem direcionar as nanopartículas para determinadas áreas do corpo. 

Por exemplo, a ligação de certas apolipoproteínas distribui as nanopartículas através 

da barreira hematoencefálica. Em contrapartida, a ligação de outras proteínas 

acarreta rápida captura pelo baço e fígado diminuindo a circulação e retenção dentro 

do corpo (AGGARWAL et al., 2009).  

Embora a internalização das nanopartículas possa beneficiar alguns 

tratamentos específicos, em outros casos é importante evitar essa ação para permitir 

que as nanopartículas permaneçam longos períodos no sangue, cheguem a seus 

sítios específicos e não causem reações inflamatórias (BEDUNEAU et al., 2009; 

EHRENBERG et al., 2009; GAUCHER et al., 2008). Buscando essas aplicações, 

MÜLLER et al. (2007) comprovaram a ausência de efeitos sobre o Sistema 

Imunitário, in vitro, de nanopartículas magnéticas compostas por magnetita 

monocristalina recoberta com dextran de baixa massa molecular.  

Cada tipo de nanopartícula deve ser avaliada como um caso único. Embora 

muitos estudos mostrem que coberturas de maior massa molecular provoquem 

menor internalização (BEDUNEAU et al., 2009; CHEN et al., 2008; EHRENBERG et 

al., 2009; GAUCHER et al., 2008). MÜLLER et al. (2007) demonstraram que 

nanopartículas recobertas com dextran de baixa massa molecular ativam menos 

eficientemente o Sistema Imunitário. Já BEDUNEAU et al. (2009) demonstraram que 

nanopartículas ligadas covalentemente à albumina aumentam a internalização, 

embora muitos estudos demonstrem que a albumina atue como uma desopsonina, 

inibindo a internalização de nanopartículas e lipossomos (HARASHIMA et al.; 1998; 

OGAWARA et al., 1999). Portanto, é preciso avaliar cuidadosamente as 

nanopartículas empregadas, sendo possível modificar a superfície das mesmas para 

torná-las mais eficientes ao tratamento ou diagnóstico pretendido. 
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2.6 Ação do FM-DMSA sobre o Sistema Imunitário 

 

 

Inicialmente, estudos acerca do FM-DMSA (fluido magnético composto por 

nanopartículas magnéticas recobertas com ácido-2,3-dimercaptosuccínico), 

demonstraram por meio de microscopia de luz e ressonância magnética uma 

distribuição preferencial para o pulmão algumas horas após sua administração 

endovenosa em camundongos (CHAVES et al., 2002). Uma vez no pulmão, 

observou-se que o FM-DMSA provocou um processo inflamatório moderado, com 

migração transendotelial dos leucócitos para o parênquima pulmonar (AZEVEDO et 

al., 2004; CHAVES et al., 2002). Posteriormente, CHAVES et al. (2005) observaram, 

por imunocitoquímica, que este processo inflamatório era acompanhado por um 

aumento da citocina IL-1.  

GARCIA et al. (2005) avaliaram os efeitos do FM-DMSA por um período de 

até 90 dias, em camundongos, após a sua administração endovenosa. Constatou-se 

que o fluido induz uma migração dos leucócitos, estes alcançam o parênquima 

pulmonar e o epitélio de brônquios e alvéolos. 

VALOIS et al. (2009) observaram que essa migração ocorre no pulmão após 

4 e 12 horas da administração intravenosa de FM-DMSA em camundongos, com 

poucos danos a esse órgão. Além disso, esse estudo demonstrou, por 

imunofluorescência, que o FM-DMSA induz o aumento da expressão de algumas 

moléculas de adesão tais como o antígeno macrofágico-1 (Mac-1), uma integrina β2 

também denominada de CD11b/CD18, em sítios pós-capilares e na 

microvascularização pulmonar. Recentemente, estudos com o FM-DMSA 

constataram a presença do mesmo, após administração intravenosa em macacos 

Cebus apella, em diferentes sítios tais como o tecido pulmonar, hepático, renal e 

esplênico, revelando que a remoção do FM-DMSA pode ocorrer pelo sistema 

hepatobiliar, pelos rins e pelas vias aéreas superiores. Além disso, verificou-se a 

presença de nanopartículas no interior de alguns tipos celulares, inclusive 

macrófagos e monócitos (MONGE-FUENTES, 2009). 

VALOIS et al. (2010), por meio de ensaios de citometria de fluxo, identificaram 

os macrófagos e monócitos como as principais células envolvidas na migração 

transendotelial no pulmão após a administração intravenosa, em camundongos, de 

FM-DMSA. Também se observou, por microscopia eletrônica de transmissão, a 
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presença de nanopartículas magnéticas nos macrófagos do lavado bronco-alveolar. 

Além disso, a ausência de citotoxicidade do FM-DMSA aos macrófagos foi 

constatada in vitro por meio de ensaios de viabilidade celular. Esse mesmo trabalho, 

mostrou o aumento da expressão de mRNA de moléculas de adesão envolvidas na 

migração de leucócitos no pulmão de camundongos, inclusive da Mac-1, 

confirmando estudos anteriores; sendo esses aumentos acompanhados pelo 

acréscimo da produção de TNF-α e IL-10. Somando-se a esses resultados, 

experimentos com animais knockout para integrina β2 confirmaram que a migração 

dos macrófagos induzida pelo FM-DMSA é dependente da expressão dessas 

moléculas de adesão, uma vez que a migração foi completamente suprimida nesses 

animais knockout (VALOIS et al., 2010).  

Conforme vem sendo demonstrado por diversos estudos, o FM-DMSA é 

responsável por estimular eventos relacionados à resposta inflamatória; entretanto a 

maneira como ele atua sobre os componentes do sistema imunitário ainda é 

desconhecida, sendo importante essa caracterização para determinar as possíveis 

aplicações biomédicas do mesmo ou para alterar suas propriedades a fim de 

alcançar uma aplicabilidade específica para essas nanopartículas. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

 

 Caracterizar os efeitos das nanopartículas magnéticas de maguemita 

recobertas com ácido 2,3-dimercaptosuccínico (FM-DMSA), na presença de BSA ou 

soro de camundongo, na atividade de macrófagos peritoneais e alveolares murinos, 

em cultura primária.  

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 

a) Determinar meios de dispersões nos quais as nanopartículas permaneçam 

estáveis para utilização em cultura de células;  

 

b) Avaliar a citotoxicidade do FM-DMSA em macrófagos peritoneais murinos; 

 

c) Quantificar a internalização das nanopartículas por macrófagos alveolares e 

peritoneais murinos; 

 

d) Avaliar a produção de citocinas por macrófagos alveolares e peritoneais 

murinos em resposta ao FM-DMSA; 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Fluido Magnético 

 

 

 Fluido magnético contendo nanopartículas magnéticas de maguemita 

recobertas com DMSA (figura 4), em meio aquoso com 0,9% de NaCl e pH 

fisiológico (7,2-7,4), foi produzido e cedido pela Profa. Dra. Emília Lima, do 

Laboratório de Química da Universidade de Goiás. O fluido magnético contém 

6,5x1016 nanopartículas/mL com diâmetro médio de 5,3 nm (determinado por 

difração de raio-x) e uma concentração de ferro de 18,7 mg/mL.  

 Para a obtenção do FM-DMSA, soluções aquosas de cloreto férrico e cloreto 

ferroso foram misturadas em uma proporção molar de 2:1 com solução aquosa de 

amônia concentrada, em uma agitação vigorosa. Em seguida, adicionou-se uma 

solução de DMSA (0,3 mol/L) em uma razão molar DMSA/Fe de 11%. O NaCl foi 

adicionado à suspensão para alcançar uma concentração salina de 0,9% (p/v). O pH 

foi ajustado para 7,2-7,4.   

Figura 4. Representação esquemática do FM-DMSA.  

Fonte: VALOIS et al., 2009. 
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4.2 Procedência, seleção e manutenção dos animais 

 

 

 Foram utilizados camundongos Swiss, machos, pesando entre 30 e 40 g, e de 

aproximadamente 12 semanas de vida, com aprovação do Comitê de Ética no Uso 

Animal, Instituto de Ciências Biológicas, UnB. Os animais foram fornecidos pelo 

Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área da Ciência em Animais 

de Laboratórios (CEMIB) da Unicamp (Campinas, Brasil) e mantidos no biotério do 

Departamento de Genética e Morfologia da Universidade de Brasília (UnB), em 

condições de temperatura, iluminação e higiene controladas e com o fornecimento 

de água e ração ad libitum. 

 

 

4.3 Reagentes 

 

 

Tabela 2.  Lista de reagentes. 

Reagentes  Fabricante  

Acetato de amônio 

 

Ácido ascórbico 

 

Ácido clorídrico 

Lafan Química Fina LTDA, BRA 

 

Sigma-Aldrich Co., EUA 

 

Vetec Química Fina Ltda., BRA  

 

Albumina sérica bovina  

 

Sigma-Aldrich Co., EUA 

 

Álcool anidro hidratado 99,3° 

 

Zulu, BRA 

 

Bicarbonato de sódio (NaHCO3) 

 

Cloreto de amônio (NH4Cl) 

 

Cloreto de sódio (NaCl) 

 

Cloridrato de cetamina 

 

Sigma-Aldrich Co., EUA 

 

Sigma-Aldrich Co., EUA 

 

Vetec Química Fina Ltda., BRA 

 

Rhobifarma Indústria Farmacêutica Ltda., BRA 
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Dodecil sulfato de sódio (SDS) 

 

DMSO 

 

EDTA dissódico (Na2EDTA) 

 

Ferrozine 

 

Kits de ELISA  

 

MTT 

 

PBS 

 

Penicilina/estreptomicina 

 

ICN Biomedicals Inc., USA 

 

Mallinckrodt Chemical Inc., USA 

 

Sigma-Aldrich Co., EUA 

 

Labtest Diagnóstica SA, BRA 

 

EBioscience, EUA 

 

Invitrogen, EUA 

 

Laborclin Produtos para Laboratório Ltda., BRA 

 

GIBCO, EUA 

 

Poli-L-lisina 

 

Sigma-Aldrich Co., EUA 

 

RPMI-1640 

 

Rompum® 

 

Soro fetal bovino (SFB) 

 

Tripsina/EDTA 

 

GIBCO, EUA 

 

Bayer SA, BRA 

 

GIBCO, EUA 

 

GIBICO, EUA 

 

 

4.4 Determinação do diâmetro hidrodinâmico das nano partículas de 

maguemita recobertas com DMSA 

 

 

A determinação do diâmetro hidrodinâmico médio das nanopartículas 

recobertas com DMSA foi necessária a fim de alcançar uma estabilidade similar para 

as nanopartículas diluídas tanto em meio RPMI-1640 com BSA quanto em meio 

RPMI-1640 com soro de camundongo. 
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As nanopartículas da amostra de FM-DMSA estavam dispersas em solução 

aquosa com pH fisiológico. Nessas condições, elas são estáveis e assumem um 

diâmetro hidrodinâmico que representa essa estabilidade. Assim, para impedir a 

perda da estabilidade dessas nanopartículas quando adicionadas ao meio RPMI-

1640 foi preciso avaliar em quais concentrações de soro de camundongo e BSA 

essas nanopartículas assumem um valor de diâmetro hidrodinâmico próximo ao das 

nanopartículas suspensas na solução aquosa original.  

 Soluções de RPMI-1640 com diferentes concentrações de BSA  ou de soro de 

camundongo foram preparadas com pH 7,4. A adição do fluido magnético foi 

realizada imediatamente antes do início das análises. Ao adicionar-se o FM-DMSA, 

a solução foi agitada para garantir a homogeneidade da mistura do FM-DMSA com a 

solução de meio RPMI-1640.  

As concentrações de BSA avaliadas no meio RPMI-1640 foram de 1,0%; 

1,5%; 2,0%; 2,5% e 3,0%. As concentrações de soro de camundongo foram de 

2,5%; 3,0%; 3,5%; 4,5%; 5,0% e 6,0%. Elas foram escolhidas, pois concentrações 

muito abaixo delas não são suficientes para reduzir o diâmetro hidrodinâmico das 

nanopartículas. As medidas foram realizadas para concentrações de ferro do FM-

DMSA de 0,03 mg/mL e 0,06 mg/mL, que correspondem a altas concentrações de 

ferro, testadas in vitro por outros estudos, mas que não apresentaram citotoxicidade 

para macrófagos em condições experimentais diferentes das nanopartículas do 

presente estudo (VALOIS et al., 2010). O diâmetro hidrodinâmico da amostra de FM-

DMSA original contendo nanopartículas em suspensão aquosa também foi 

determinado. Foram preparadas duas amostras para cada solução, sendo a leituras 

de cada uma delas realizada em triplicata. 

Para a determinação do diâmetro hidrodinâmico, um mililitro de cada uma das 

soluções foi transferido para uma cubeta de poliestireno e a determinação do 

tamanho das partículas foi realizada por espalhamento dinâmico de luz no aparelho 

ZetaSizer (Nano ZS, Malvern Instruments Ltd., UK), no Laboratório de Química da 

Universidade de Goiânia. O software utilizado foi o DTS nano, versão 4.20, fornecido 

pelo fabricante Malvern. Os resultados foram expressos como o diâmetro 

hidrodinâmico médio das nanopartículas em suspensão para cada solução avaliada. 
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4.5 Ensaio de sedimentação das nanopartículas magné ticas de maguemita 

recobertas com DMSA 

 

 

Para avaliar a estabilidade das nanopartículas, dispersas em diferentes 

soluções, realizou-se um ensaio de sedimentação que consistiu na determinação da 

absorbância a 450 nm, por 150min, das nanopartículas de maguemita recobertas 

com DMSA em meio RPMI-1640 puro ou em RPMI-1640 na presença de BSA ou 

soro de camundongo (ALLOUNI et. al., 2009; CHEN et al., 2008) 

As concentrações de soro e BSA utilizadas para cada uma das concentrações 

de ferro foram escolhidas de acordo com a determinação do diâmetro hidrodinâmico 

realizada previamente. As concentrações escolhidas foram aquelas nas quais os 

diâmetros hidrodinâmicos das nanopartículas magnéticas não diferiam 

significativamente entre si e entre a suspensão aquosa original de nanopartículas. 

Assim, para a concentração de ferro de 0,03 mg/mL, as nanopartículas foram 

dispersas em meio RPMI-1640 com 2,5% de BSA ou com 4,5% de soro de 

camundongo. Já para a concentração de ferro de 0,06 mg/mL, as nanopartículas 

foram dispersas em meio RPMI-1640 com 1,5% de BSA ou com 4,5% de soro. 

O ensaio de sedimentação foi realizado em diferentes tempos (30, 60, 90, 120 

e 150 minutos), levando-se em consideração que o tempo de incubação das células 

com o FM-DMSA para avaliar a fagocitose das nanopartículas é de duas horas. O 

ensaio de sedimentação também foi realizado para as nanopartículas dispersas 

somente em RPMI-1640, pois é esperado que neste meio ocorra sedimentação das 

nanopartículas. 

As soluções de meio RPMI-1640 com BSA ou soro de camundongo foram 

preparadas com pH 7,4 e antecedência de, no máximo, uma semana. 

Imediatamente após a adição do FM-DMSA às diferentes soluções de RPMI-1640, 

elas foram vigorosamente agitadas e as leituras da absorbância realizadas a 450 nm 

das amostras, em intervalos de 30 minutos, retirando-se amostras da superfície das 

soluções até completar a duração total de 2h30.  

Foram realizados três ensaios, de forma independente, para confirmação dos 

resultados, sendo que a absorbância de cada uma das amostras avaliadas foi 

determinada em triplicata. 
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Com os resultados obtidos nesse ensaio não foi possível a comparação da 

sedimentação entre os grupos experimentais, pois as soluções possuem diferenças 

em suas composições que podem interferir nos valores de absorbância obtidos 

pelas interações com as nanopartículas presentes no meio. Assim, a comparação 

das diferenças de absorbância foi feita entre os tempos dentro de um mesmo grupo 

experimental.   

 

 

4.6 Obtenção do soro e de macrófagos alveolares 

  

 

Para a obtenção do soro de camundongo e dos macrófagos alveolares os 

animais foram anestesiados. Após a anestesia intraperitoneal, executou-se em um 

grupo de animais a punção cardíaca para retirada do sangue e em outro grupo a 

perfusão cardíaca seguida da coleta do lavado bronco-alveolar. 

 

 

4.6.1 Anestesia Intraperitoneal  

 

  

 Os animais foram anestesiados com o anestésico geral cloridrato de cetamina 

a 10% (1µL/g de peso corporal) e com o sedativo, analgésico e relaxante muscular 

Rompum® a 2% (administrou-se o equivalente a10% do volume de cetamina).  

Os animais foram posicionados com o dorso voltado para cima, ligeiramente 

inclinados, ou seja, com a cabeça em uma posição inferior ao restante do corpo. Em 

seguida, desinfetou-se com álcool 70% o local da injeção, que foi administrada no 

quadrante posterior esquerdo da cavidade peritoneal em uma posição lateral à linha 

média do corpo do animal. Para tanto, utilizou-se uma seringa de 1 mL posicionada 

em um ângulo de 45°, até transpor a pele e a muscul atura do camundongo. A 

cetamina e a Rompum® foram administrados lentamente, com a agulha sendo 

guiada de encontro à parede abdominal, para evitar a perfuração das vísceras e 

hemorragia. Primeiramente administrou-se o anestésico geral cetamina e, aos 

primeiros sinais da anestesia, administrou-se o relaxante muscular Rompum®. 
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4.6.2 Punção cardíaca para obtenção do soro dos camundong os  

 
  

Imediatamente após a anestesia, com o animal em decúbito dorsal sobre a 

mesa cirúrgica, realizou-se a punção cardíaca para obtenção do sangue do animal. 

Assim, inseriu-se a agulha de 1 mL na parte mediana do animal exatamente abaixo 

do esterno. Ao encontrar o coração, iniciou-se a coleta do sangue. Imediatamente 

após a coleta, as amostras de sangue foram cuidadosamente depositadas em 

microtubos de polipropileno. Seguiu-se, então, a centrifugação dessas amostras a 

1000xg, por 15 minutos, a 4°C. Após a centrifugação , o soro foi coletado, 

esterilizado com filtro de 0,22 µm na câmara de fluxo laminar e armazenado a -80°C 

até o momento do uso. 

 
 

4.6.3 Perfusão cardíaca 

 
 

A perfusão cardíaca possibilita a lavagem do sistema circulatório pulmonar, 

para posterior aquisição do lavado bronco-alveolar com reduzida contaminação por 

células sanguíneas.  

Após a anestesia, os animais foram posicionados em decúbito dorsal sobre a 

mesa cirúrgica. Realizou-se incisão longitudinal mediana abdominal, seguida pela 

ruptura do diafragma e remoção do esterno e costelas. Em seguida, introduziu-se o 

escalpe no ventrículo direito do coração e iniciou-se a perfusão com solução de 

cloreto de sódio a 0,9%. Imediatamente após o início da perfusão, realizou-se 

incisão no átrio esquerdo do coração, permitindo a exsanguinação do animal, que foi 

realizada por 5 minutos, sob pressão constante de 3lbf/pol2.   

 
 

4.6.4 Lavagem bronco-alveolar  

 
 

A lavagem bronco-alveolar foi realizada para obtenção dos leucócitos 

presentes nas vias aéreas respiratórias. Imediatamente após a perfusão cardíaca, a 
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traquéia do animal foi exposta e realizou-se pequena incisão na região mediana da 

mesma. Em seguida, inseriu-se um cateter acoplado a uma seringa de 1 mL no 

orifício originado e realizou-se quatro lavagens consecutivas com 1 mL de PBS. As 

quatro lavagens do animal foram armazenadas no mesmo recipiente (tubo de 

polipropileno estéril) e mantidas a 4°C até o momen to do uso. 

  
 
4.7 Obtenção de macrófagos peritoneais 

 
  

Para a obtenção dos macrófagos peritoneais, os camundongos foram mortos 

por deslocamento cervical e, em seguida, realizou-se a lavagem peritoneal. 

 
 

4.7.1 Lavagem peritoneal  

  
 

A lavagem peritoneal foi realizada para obtenção dos leucócitos presentes na 

cavidade peritoneal dos camundongos. Imediatamente após o deslocamento 

cervical, realizou-se incisão longitudinal mediana abdominal na pele dos animais, 

sem perfurar o peritônio. Em seguida, com uma seringa de 1 mL inserida na 

cavidade peritoneal, evitando-se a perfuração das vísceras, foram administrados 4 

mL de PBS estéril para a lavagem. Posteriormente, seguiu-se uma massagem na 

região abdominal do animal, por 1 minuto. Após esse período, foi realizada incisão 

longitudinal mediana abdominal no peritônio dos animais, por onde se inseriu uma 

pipeta Pasteur para remoção do lavado peritoneal. As lavagens provenientes de dois 

animais foram armazenadas no mesmo recipiente (tubo de polipropileno estéril) e 

mantidas a 4°C até o momento do uso. 

 
 
4.8 Cultura primária dos macrófagos dos lavados bro nco-alveolar e peritoneal 

 
 

 Após a realização da lavagem bronco-alveolar ou da lavagem peritoneal, a 

suspensão de células foi centrifugada a 400xg, por 5 minutos e a 4°C. Em seguida, 
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na câmara de fluxo laminar, o sobrenadante foi descartado, o precipitado foi 

ressuspendido em 1 mL de solução de lise de hemácias com pH entre 7,2 e 7,4 

(NH4Cl 150mM, NaHCO3 10mM e Na2EDTA 0,1mM em água nanopura a 4oC)  e 

centrifugado nas mesmas condições anteriores.  

Posteriormente, o sobrenadante foi removido, as células ressuspendidas em 

PBS (estéril e a 4oC) e realizou-se nova centrifugação nas condições previamente 

descritas. O sobrenadante foi, então, removido e o precipitado de células 

ressuspendido em meio de cultura RPMI-1640 completo, ou seja, com 10% de soro 

fetal bovino (SFB) e 1% de antibiótico (100U/mL de penicilina e 100µg/mL de 

estreptomicina). Dez microlitros dessa suspensão de células foi diluída em Azul 

Tripan e aplicada no hemocitômetro de Neubauer (C. A. Hausser & Son, EUA) para 

a contagem de células. As células viáveis foram contadas em quatro quadrantes do 

hemocitômetro por meio do microscópio Axioskop (Zeiss, Oberkochen, Alemanha) 

sob o aumento de 400x.  

O número de leucócitos nas suspensões de células foi obtido por meio da 

seguinte equação: 

 

 

Em seguida, 1,0x105 células por poço foram adicionadas às placas de 96 

poços (Techno Plastic Products, CH). Para os experimentos realizados em placas de 

12 poços (Techno Plastic Products, CH), adicionou-se 3,0x105. As células foram 

incubadas por 12 horas, a 37°C, em atmosfera umidif icada e com 5% de CO2. Após 

esse período de incubação, apenas os macrófagos aderem à placa. Os demais 

leucócitos permanecem em suspensão e são removidos ao descartar-se o 

sobrenadante. 
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4.9 Internalização do FM-DMSA por macrófagos perito neais e alveolares  

 

 

Nessa etapa, os ensaios foram realizados com o intuito de avaliar a 

viabilidade celular na presença do FM-DMSA e quantificar o ferro das nanopartículas 

magnéticas internalizadas pelos macrófagos nas diferentes condições 

experimentais. 

 

 

4.9.1 Grupos Experimentais  

 

 

As células foram divididas, inicialmente, em três grupos. O grupo 1 (FM-1) 

corresponde às células que foram incubadas com o FM-DMSA em uma 

concentração de 0,03 mg/mL de ferro, já no grupo 2 (FM-2) as células foram 

incubadas com 0,06 mg/mL. Cada um desses grupos foi dividido em grupos 

experimentais com diferentes tratamentos associados ao FM-DMSA, conforme pode 

ser observado na tabela 2.  

A escolha das concentrações de soro de camundongo e BSA, para cada uma 

das concentrações de FM-DMSA, foi realizada nos ensaios de determinação do 

diâmetro hidrodinâmico e de sedimentação das nanopartículas, previamente 

descritos.  

O grupo 3 (Controle) corresponde às células que não receberam FM-DMSA, 

apenas albumina sérica bovina a 2,5% ou 1,5% (C-BSA) e soro de camundongo a 

4,5% (C-SORO). 
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Tabela 3.  Composição dos tratamentos dos grupos experimentais. 

Tratamento  Composição do meio de incubação das células  * 

 

FM-1-BSA 

 

 

Albumina sérica bovina a 2,5% 

FM-DMSA a 0,03 mg/mL de ferro 

  

FM-1-SORO Soro de camundongo a 4,5% 

FM-DMSA a 0,03 mg/mL de ferro 

 

FM-1-PRÉ-SORO 

 

 

 

FM-1-SORO-PLL 

 

Soro de camundongo a 4,5% 

FM-DMSA a 0,03 mg/mL de ferro incubado por 1h com o 

soro de camundongo para posterior adição ao RPMI-1640  

 

Soro de camundongo a 4,5% 

Poli-L-lisina a 3,0 µg/mL 

FM-DMSA a 0,03 mg/mL de ferro 

 

FM-2-BSA  

 

Albumina sérica bovina a 1,5% 

FM-DMSA a 0,06 mg/mL de ferro 

  

FM-2-SORO Soro de camundongo a 4,5% 

FM-DMSA a 0,06 mg/mL de ferro 

 

FM-2-PRÉ-SORO 

 

 

 

FM-2-SORO-PLL 

 

Soro de camundongo a 4,5% 

FM-DMSA a 0,06 mg/mL de ferro incubado por 1h com o 

soro de camundongo para posterior adição ao RPMI-1640  

 

Soro de camundongo a 4,5% 

Poli-L-lisina a 3,0 µg/mL 

FM-DMSA a 0,06 mg/mL de ferro 

(*) Todos os meios de incubação contêm RPMI-1640 e antibiótico a 1%. 

 

O aumento da internalização das nanopartículas por macrófagos pode ser 

obtido pela prévia incubação das mesmas com poli-L-lisina (PLL), sendo comumente 

utilizada como um controle positivo da internalização (MÜLLER et al., 2007). A 

adição de PLL aos tratamentos foi realizada da seguinte maneira: ao meio de cultura 
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com o dobro da concentração de FM-DMSA, adicionou-se PLL para obter-se uma 

concentração de 6,0 µg/mL. Essa solução foi mantida sob agitação por 60 minutos e, 

em seguida, adicionou-se o mesmo volume de meio de cultura. Assim obteve-se 

concentração de FM-DMSA igual à metade da original e concentração de PLL de 3,0 

µg/mL (MÜLLER et al., 2007). 

Os grupos experimentais FM-1-PRÉ-SORO e FM-2-PRÉ-SORO 

correspondem à incubação das nanopartículas com soro de camundongo por 60 

minutos para a posterior adição dessa mistura ao meio de cultura RPMI-1640, 

alcançando a mesma concentração final de partículas e de soro de camundongo dos 

demais grupos experimentais. A incubação prévia do FM-DMSA com soro de 

camundongo foi necessária para garantir a opsonização das nanopartículas 

magnéticas. 

 

 

4.9.2 Incubação dos macrófagos peritoneais com o FM-DMSA para avaliação 

da viabilidade celular 

 

 

Após o período de incubação dos leucócitos obtidos nas lavagens peritoneais, 

removeu-se o sobrenadante dos poços. Assim, permaneceram aderidos ao fundo da 

placa apenas as células de interesse, os macrófagos. Em seguida, os poços foram 

lavados com PBS e, imediatamente, seguiu-se a incubação das células com seus 

respectivos tratamentos, de acordo com os grupos experimentais estabelecidos. 

Os macrófagos foram, então, incubados por 2h30 sob agitação constante a 

temperatura ambiente, ou por 2h30 na estufa (a 37°C  e atmosfera umidificada com 

5% de CO2), ou por 12h na estufa. Os experimentos realizados em temperatura 

ambiente e sob agitação foram necessários para evitar que as nanopartículas 

magnéticas do FM-DMSA sedimentassem prejudicando a avaliação da 

internalização celular. 
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4.9.3 Viabilidade Celular 

 

 

 A avaliação da viabilidade celular foi realizada pelo ensaio do MTT 

(MOSMANN, 1983). O ensaio do MTT consiste na metabolização do substrato 3-(4, 

5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) que ocorre apenas em 

células viáveis. O produto desse metabolismo (cristal de formazan) é dissolvido e 

forma uma solução de cor azulada. A absorbância dessa solução em 595 nm está 

correlacionada à viabilidade celular.  

Após a incubação dos macrófagos peritoneais com os diferentes tratamentos, 

removeu-se o sobrenadante da cultura e acrescentou-se 150 µL de solução de MTT 

(1mg/mL) em meio de cultura RPMI-1640 completo em cada poço. Seguiu-se a 

incubação das células com o MTT por três horas a 37oC, em atmosfera umidificada 

com 5% de CO2. Em seguida, a solução de MTT foi removida e 50 µL DMSO 

adicionado em cada poço. A absorbância da solução resultante foi analisada em 

espectrofotômetro Spectramax (Molecular Devices, EUA) a 595 nm. O experimento 

foi realizado em triplicata. Além disso, cada ensaio foi realizado duas vezes de forma 

independente. 

 

 

4.9.4 Incubação dos macrófagos alveolares e peritoneais c om o FM-DMSA para 

a dosagem de ferro 

 

 

Após o período de incubação dos leucócitos obtidos nas lavagens bronco-

alveolar e peritoneal, removeu-se o sobrenadante dos poços. Assim, permaneceram 

aderidos ao fundo da placa apenas as células de interesse, os macrófagos. Em 

seguida, os poços foram lavados três vezes com PBS e uma vez com meio RPMI-

1640 acrescido de 1% de antibiótico (100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de 

estreptomicina). Imediatamente, seguiu-se a incubação das células com seus 

respectivos tratamentos, de acordo com os grupos experimentais estabelecidos no 

tópico 4.9.1. Os macrófagos foram, então, incubados por 2h em temperatura 
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ambiente, sob agitação constante. Após o período de incubação, o sobrenadante foi 

coletado e armazenado a -80°C, para análises poster iores. Os macrófagos foram 

lavados quatro vezes com PBS. Em seguida, adicionou-se tripsina/EDTA a 25% 

incubando as células por 5 minutos, a 37°C em atmos fera umidificada com 5% de 

CO2, para que elas se soltassem da superfície dos poços. Em seguida, adicionou-se 

aos poços meio RPMI-1640 completo para neutralização da ação da tripsina e 

seguiu-se a centrifugação da suspensão de células a 400xg, por 5 minutos, a 4°C. 

Após a centrifugação os macrófagos foram lavados com PBS, centrifugados 

novamente nas mesmas condições anteriores e, então, ressuspendidos em PBS. 

Em seguida, realizou-se a contagem das células em hemocitômetro de Neubauer 

conforme descrito no tópico 4.8.  Após a contagem as amostras foram armazenadas 

a -80°C até o momento do uso. 

 

 

4.9.5 Determinação da concentração de ferro do FM-DMSA  

 

 

4.9.5.1 Preparo dos padrões de FM-DMSA  

 

 

A amostra inicial de FM-DMSA foi diluída, sequencialmente, com água 

nanopura visando obter quinze concentrações de ferro, conforme pode ser 

observado na tabela 4. 
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           Tabela 4.  Concentrações de ferro utilizadas como padrões.  

Padrões Concentração de ferro (mg/mL) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

9,4 x 10-2 

3,7 x 10-2 

1,9 x 10-2 

9,4 x 10-3 

4,7 x 10-3 

2,3 x 10-3 

1,2 x 10-3 

5,8 x 10-4 

2,9 x 10-4 

1,4 x 10-4 

7,3 x 10-5 

3,6 x 10-5 

1,8 x 10-5 

9,1 x 10-6 

4,6 x 10-6 

 

 

 

4.9.5.2 Dosagem de ferro do FM-DMSA  

 

 

 Para o ensaio de dosagem de ferro do FM-DMSA utilizou-se um reagente 

proveniente do kit Ferrozine da Labtest. O Ferrozine é um quelante de ferro II, ou 

seja, ele associa-se ao Fe+2 formando um complexo magenta que possui 

absorbância máxima a 562 nm. Como o FM-DMSA é um composto formado por 

Fe+3, faz-se necessária a utilização de um agente redutor tal como o ácido 

ascórbico. A constante da taxa de complexação do Fe+3 pelo Ferrozine não é 

dependente da concentração inicial de Ferrozine. O excesso de Ferrozine assegura 

uma completa complexação de Fe+2 e dificulta o decréscimo do complexo magenta 

formado, mas pode aumentar o ruído (SARRADIN  et al., 2005). Assim, para 
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assegurar uma boa detecção o coeficiente de correlação da curva padrão (r2) deve 

ser maior do que 0,99. Levando esses fatos em consideração, foi necessário 

aperfeiçoar a dosagem de ferro para obter-se um alto coeficiente de correlação. 

Para tanto, inicialmente apenas os padrões foram dosados em triplicata, em três 

ensaios independentes. Após obtenção de um alto coeficiente de correlação, seguiu-

se para os ensaios com as amostras de células (dados não mostrados). Para a 

realização dos ensaios, foram feitas algumas modificações no protocolo proposto 

pelo fabricante do kit de dosagem de ferro (Labtest Diagnóstica SA, BRA), com base 

em SARRADIN et al. (2005) e MÜLLER et al. (2007).  

As amostras de células obtidas após os tratamentos foram diluídas até um 

volume final de 300 µL com água nanopura. Em seguida, adicionou-se ácido 

clorídrico a 1,2 M, em 100 µL de amostra, padrão e branco (apenas água nanopura), 

seguindo-se a incubação dos mesmos a 80°C, por 60 m inutos. Após o período de 

incubação, adicionou-se acetato de amônio a 15%, ácido ascórbico a 4%, dodecil 

sulfato de sódio (SDS) a 2,5% e ferrozine a 2,8 mM. Após a adição do quelante, as 

amostras, os padrões e o branco foram incubados a 37°C, por 10 minutos e seguiu-

se uma centrifugação por cinco minutos a 1000xg. Após a centrifugação, 200 µL 

foram adicionados à placa de 96 poços, em triplicata, e a absorbância medida em 

espectrofotômetro (Spectramax da Molecular Devices, EUA) a 560 nm.  

A concentração final de ferro dosada para os padrões após o ensaio pode ser 

observada na tabela 5. 
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     Tabela 5.  Concentração final dos padrões de ferro. 

Padrões Concentração de ferro (mg/mL)  

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

9,4 x 10-3 

3,7 x 10-3 

1,9 x 10-3 

9,4 x 10-4 

4,7 x 10-4 

2,3 x 10-4 

1,2 x 10-4 

5,8 x 10-5 

2,9 x 10-5 

1,4 x 10-5 

7,3 x 10-6 

3,6 x 10-6 

1,8 x 10-6 

9,1 x 10-7 

4,6 x 10-7 

 

 

 

4.10 Produção de citocinas 

 

  

A produção de citocinas pelas células incubadas com o FM-DMSA foi 

avaliada para os grupos experimentais utilizando kits de ELISA (Enzyme-Linked 

Immuno Sorbent Assay) da EBioscience. A dosagem foi realizada conforme o 

protocolo do fabricante para cada kit. As citocinas avaliadas foram IL-1β, IL-10, IL-6, 

TNF-α e TGF-β. Para a realização da dosagem, utilizou-se o sobrenadante das 

células incubadas com FM-DMSA em soro de camundongo ou BSA na maior 

concentração de ferro (0,06 mg/mL) e seus respectivos controles. Para os ensaios, 

esse sobrenadante foi diluído três vezes com o diluente de ensaio fornecido nos kits.   
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4.11 Análise Estatística 

 

 

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pela análise de variância 

com o teste de Tukey a um nível de significância fixado de p<0,05 (5%) ou pelo teste 

t de Student não-pareado, para comparar a média entre dois grupos independentes, 

utilizando-se o programa estatístico Graphpad Prism 5. Os resultados foram 

expressos como média ± erro padrão da média.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 RESULTADOS 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Diâmetro hidrodinâmico 

 

 

A obtenção do diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas em diferentes 

concentrações de BSA ou soro de camundongo permitiu a determinação das 

concentrações em que o diâmetro hidrodinâmico mais se aproxima daquele da 

solução original de FM-DMSA, na qual as nanopartículas encontram-se dispersas 

em solução aquosa com NaCl a 0,9%. Inicialmente, analisou-se os diâmetros 

hidrodinâmicos das nanopartículas em soluções com soro de camundongo e com 

BSA (figura 5 e 6, respectivamente) e, em seguida, os diâmetros obtidos para essas 

soluções foram comparados com o diâmetro médio encontrado para a solução 

original de FM-DMSA (figura 7). 

O padrão de diminuição do diâmetro hidrodinâmico com o aumento da 

concentração de proteínas pode ser observado tanto para as soluções com soro de 

camundongo (figura 5) quanto para aquelas com BSA (figura 6).  

A figura 5 representa o diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas do FM-

DMSA nas soluções com soro de camundongo. A concentração de 2,5% apresenta 

um aumento no valor de diâmetro hidrodinâmico na concentração de ferro de 0,03 

mg/mL de, no mínimo, 23% em relação às concentrações de soro de camundongo 

de 3,0% a 6,0%.  

Para a solução de 0,03 mgFe/mL também há diferença significativa entre a 

concentração de soro de camundongo de 3,0% em relação às de 3,5% e 4,0%. Para 

a concentração de 0,06 mgFe/mL há diferença significativa entre a concentração de 

2,5% em relação às concentrações de 4,5% a 6%.  
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Figura 5.  Diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas de maguemita dispersas em meio RPMI-1640 para concentrações crescentes de soro em 

concentrações de ferro de 0,03 mg/mL (barras cinzas) e 0,06 mg/mL (barras brancas). *p≤0,05 em relação às concentrações de soro de 3,0% a 6,0%; 

**p≤0,05 em relação às concentrações de 3,5% e 4,0% e ***p≤0,05 em relação às concentrações de 4,5% a 6%. 
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Na figura 6, correspondente ao diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas 

para as soluções com BSA, a concentração de 1,0% apresenta valor de diâmetro 

hidrodinâmico, pelo menos, 3 vezes maior dos que as demais concentrações de 

BSA para 0,03 mgFe/mL e apenas 1,2 vezes maior do que as demais concentrações 

de BSA para 0,06 mgFe/mL. 

O diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas do FM-DMSA para a 

concentração de 1,5% de BSA também é significativamente maior em relação aos 

diâmetros hidrodinâmicos nas concentrações de 2,5% e 3,0% para a solução com 

0,03 mgFe/mL. Já para a solução com 0,06 mgFe/mL o diâmetro hidrodinâmico na 

solução com 1,5% de BSA é significativamente maior em relação aos diâmetros 

hidrodinâmicos das nanopartículas nas concentrações de 2,0% a 3,0%.  

Com esses resultados do diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas do FM-

DMSA, foram selecionadas, para as duas concentrações de ferro, a concentração de 

soro de 4,5%, na qual o diâmetro hidrodinâmico não foi significativamente diferente 

do diâmetro das nanopartículas na solução original (88,0 nm ± 1,1). As 

concentrações de BSA escolhidas foram de 2,5% e 1,5% para as concentrações de 

0,03 mg/mL  e 0,06 mg/mL, respectivamente (figura 7). 
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Figura 6.  Diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas de maguemita dispersas em meio RPMI-1640 para concentrações crescentes de albumina sérica 

bovina (BSA) em concentrações de ferro de 0,03 mg/mL (barras cinzas) e 0,06 mg/mL (barras brancas). *p≤0,05 em relação às concentrações de BSA de 

1,5% a 3,0%; **p≤0,05 em relação às concentrações de 2,5% e 3,0% e ***p≤0,05 em relação às concentrações de 2,0% a 3,0%. 
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Figura 7.  Diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas de maguemita do FM-DMSA na solução original 

(barra preta), das nanopartículas em meio RPMI-1640 com 2,5% de BSA (BSA 2,5%), com 1,5% de 

BSA (BSA 1,5%) e das nanopartículas em meio RPMI com 4,5% de soro (SORO 4,5%). As barras 

cinza correspondem à concentração de ferro de 0,03 mg/mL e a barra branca à de 0,06 mg/mL.  
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5.2 Sedimentação das nanopartículas 

 

 

Neste ensaio observou-se que as nanopartículas permaneceram em 

suspensão durante todos os tempos de avaliação (30 min, 60 min, 90 min, 120 min e 

150 min), para as concentrações com 1,5% e 2,5% de BSA e com 4,5% de soro do 

camundongo, em meio de cultura RPMI-1640. A ausência de sedimentação é 

representada pela absorbância constante, sem diferença significativa entre os 

tempos avaliados, para as concentrações de 0,03 mgFe/mL e 0,06 mgFe/mL (figura 

8 e 9, respectivamente). Por outro lado, as nanopartículas em meio RPMI-1640 puro 

sedimentaram, ao longo dos tempos avaliados, para as duas concentrações de 

ferro. 

Na figura 8, que representa a sedimentação das nanopartículas do FM-DMSA 

na concentração de 0,03 mgFe/mL, a absorbância da solução com RPMI-1640 puro 

é significativamente maior nos tempos de 30 a 120 min, quando comparados ao 

tempo de 150 min, ocorrendo uma redução de 9%. 

Na figura 9, que representa a sedimentação das nanopartículas do FM-DMSA 

na concentração de 0,06 mgFe/mL, a absorbância da solução com RPMI-1640 puro 

é significativamente maior nos tempos de 30 a 120 min, quando comparados ao 

tempo de 150 min, ocorrendo uma redução de 40% a 62%.  
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Figura 8.  Ensaio de sedimentação das nanopartículas do FM-DMSA dispersas em RPMI-1640 puro (círculo), RPMI-1640 com 2,5% de BSA (quadrado) e 

RPMI-1640 com 4,5% de soro de camundongo (triângulo), para a concentração de ferro de 0,03 mg/mL. *p˂0,05 em relação aos tempos de 30 a 90 min, 

**p<0,05 em relação ao tempo de 30 a 120 min.  
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Figura 9. Ensaio de sedimentação das nanopartículas do FM-DMSA dispersas em RPMI-1640 puro (círculo), RPMI-1640 com 1,5% de BSA (quadrado) e 

RPMI-1640 com 4,5% de soro de camundongo (triângulo), para a concentração de ferro de 0,06 mg/mL. *p˂0,05 em relação aos tempos de 30 a 90 min, 

**p<0,05 em relação ao tempo de 30 a 120 min.  
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5.3. Viabilidade Celular 

 
 
 O ensaio de viabilidade celular, em macrófagos peritoneais, utilizando o 

reagente MTT proporcionou a determinação da citotoxicidade do FM-DMSA nos 

grupos experimentais avaliados, nos intervalos de 2h30min em temperatura 

ambiente sob agitação constante, de 2h30min e 12h em atmosfera umidificada com 

5% de CO2. Os valores obtidos podem ser observados na figura 10 e 11 para as 

células incubadas com soro de camundongo e BSA, respectivamente.  

Não houve diferença significativa entre os grupos avaliados tanto nas 

soluções com soro de camundongo quanto nas soluções com BSA, com todos os 

grupos experimentais apresentando viabilidades superiores a 79,3 ± 10,6% (menor 

viabilidade observada para o grupo FM-SORO-PLL, na concentração de 0,03 

mgFe/mL e incubação de 2h30).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10.  Porcentagem, em relação ao respectivo controle, de macrófagos peritoneais viáveis, em 

meio RPMI-1640 suplementado com 4,5% de soro de camundongo, na concentração de ferro de 

0,03mg/mL (FM-1) e 0,06mg/mL (FM-2), por 2h30 a temperatura ambiente (TA), sob agitação e por 

2h30 e 12h em atmosférica umidificada com 5% de CO2 a 37°C. C-SORO corresponde ao grupo 

controle, no qual as células não foram incubadas com FM-DMSA; FM-SORO corresponde ao grupo 

em que os macrófagos peritoneais foram incubados, na presença de soro, com o FM-DMSA; FM-

SORO-PLL corresponde ao grupo em que as nanopartículas do FM-DMSA foram previamente 

incubadas com poli-L-lisina.  
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Figura 11.  Porcentagem, em relação ao respectivo controle, de macrófagos peritoneais viáveis, em 

meio RPMI-1640 suplementado com 1,5% ou 2,5% de albumina sérica bovina (BSA), na 

concentração de ferro de 0,03 mg/mL (FM-1) e 0,06mg/mL (FM-2), por 2h30 a temperatura ambiente 

(TA), sob agitação e por 2h30 e 12h em atmosférica umidificada com 5% de CO2 a 37°C. C-BSA 

corresponde ao grupo controle, no qual as células não foram incubadas com FM-DMSA; FM-BSA 

corresponde ao grupo em que os macrófagos peritoneais foram incubados, na presença de BSA, com 

o FM-DMSA.  

 
 
5.4. Internalização do FM-DMSA por macrófagos alveo lares e peritoneais 

 
 

A incubação dos macrófagos alveolares e peritoneais com FM-DMSA, 

seguida pela dosagem do ferro nas células permitiu a avaliação da internalização 

das nanopartículas magnéticas por esses dois tipos celulares. Conforme pode ser 

observado na figura 12, para os dois tipos celulares avaliados, na presença de soro 

de camundongo, tanto para a concentração de 0,03 mgFe/mL quanto para a de 0,06 

mgFe/mL, não houve diferença significativa na concentração de ferro (ng/célula). 

Embora a incubação com soro não tenha aumentado a internalização do FM-

DMSA, observou-se que na presença de BSA ela foi significativamente maior 

quando comparada ao controle de BSA para macrófagos alveolares e peritoneais 

para as duas concentrações de ferro avaliadas (figura 12).  
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Figura 12. Concentração intracelular de ferro em macrófagos peritoneais e alveolares incubados com 

nanopartículas magnéticas para os diferentes grupos experimentais avaliados: C-BSA (controle com 

meio RPMI-1640 e BSA), FM-1-BSA (meio RPMI-1640, BSA e FM-DMSA na concentração de 0,03 

mgFe/mL), FM-2-BSA (meio RPMI-1640, BSA e FM-DMSA na concentração de 0,06 mgFe/mL), C-

SORO (controle com meio RPMI-1640 e soro de camundongo), FM-1-SORO (meio RPMI-1640, soro 

de camundongo e FM-DMSA na concentração de 0,03 mgFe/mL), FM-2-SORO (meio RPMI-1640, 

soro de camundongo e FM-DMSA na concentração de 0,06 mgFe/mL). *p<0,05 em relação a SORO, 

FM-1-SORO e BSA. **p<0,05 em relação a C-SORO, FM-2-SORO e C-BSA. 
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Como esperado, ocorreu maior internalização das nanopartículas para os 

macrófagos incubados com soro de camundongo e poli-L-lisina (PLL) em relação 

aos controles e grupos com FM-DMSA sem PLL, nas duas concentrações de ferro 

avaliadas, uma vez que a PLL é descrita como um estimulador da internalização de 

nanopartículas por macrófagos (figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13.  Concentração intracelular de ferro em macrófagos peritoneais e alveolares incubados com 

nanopartículas magnéticas para os diferentes grupos experimentais avaliados: C-SORO (controle 

com meio RPMI-1640 e soro de camundongo), FM-1-SORO (meio RPMI-1640, soro de camundongo 

e FM-DMSA a 0,03 mgFe/mL), FM-2-SORO (meio RPMI-1640, soro de camundongo e FM-DMSA a 

0,06 mgFe/mL de ferro), FM-1-SORO-PLL (meio RPMI-1640, soro de camundongo e FM-DMSA a 

0,03 mgFe/mL com PLL), FM-2-SORO-PLL (meio RPMI-1640, soro de camundongo e FM-DMSA a 

0,06 mgFe/mL com PLL). *p<0,05 em relação a C-SORO e FM-1-SORO e **p<0,05 em relação a C-

SORO e FM-2-SORO.  
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O efeito das nanopartículas incubadas com soro por 60 min antes da adição 

ao meio de cultura também foi avaliado. Conforme pode ser observado nas figuras 

14 e 15, para esses ensaios de internalização não foi possível observar diferenças 

significativas na concentração intracelular de ferro entre os grupos com FM-DMSA 

incubado previamente com soro de camundongo (FM-2-PRÉ-SORO) em relação ao 

grupo controle (C-SORO) e ao grupo em que as nanopartículas e o soro de 

camundongo foram imediatamente incubados com os macrófagos (FM-2-SORO).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14.  Concentração intracelular de ferro em macrófagos peritoneais e alveolares incubados com 

nanopartículas magnéticas para os diferentes grupos experimentais avaliados: C-SORO (controle 

com meio RPMI-1640 e soro de camundongo), FM-1-SORO (meio RPMI-1640, soro de camundongo 

e FM-DMSA na concentração de 0,03 mg/mL de ferro), FM-1-PRÉ-SORO (meio RPMI-1640, FM-

DMSA na concentração de 0,03 mg/mL de ferro previamente incubadas com soro de camundongo).  
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Figura 15.  Concentração intracelular de ferro em macrófagos peritoneais e alveolares incubados com 

nanopartículas magnéticas para os diferentes grupos experimentais avaliados: C-SORO (controle 

com meio RPMI-1640 e soro de camundongo), FM-2-SORO (meio RPMI-1640, soro de camundongo 

e FM-DMSA na concentração de 0,06 mg/mL de ferro), FM-2-PRÉ-SORO (meio RPMI-1640, FM-

DMSA na concentração de 0,06 mg/mL de ferro previamente incubadas com soro de camundongo). 

 

 

 

5.5. Produção de citocinas 

 

 

A produção das citocinas IL-1β, IL-10, IL-6, TNF-α e TGF-β pelos macrófagos 

alveolares e peritoneais foi avaliada apenas para os grupos incubados com soro de 

camundongo ou BSA na concentração de ferro de 0,06 mg/mL por 2h. O padrão de 

produção das citocinas indicou, principalmente, uma maior expressão de IL-10 e 

TGF-β. 
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5.5.1 Produção de TGF- β 

 

 

A figura 16 mostra a produção de TGF-β, que aumenta de forma significativa 

com a presença das nanopartículas, tanto para os macrófagos peritoneais incubados 

com BSA e FM-DMSA (aumento de 400 vezes) como para os incubados com soro 

de camundongo e FM-DMSA (aumento de 14 vezes), quando comparados aos seus 

respectivos controles. Para os macrófagos alveolares não se observou diferença 

significativa entre os grupos avaliados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Produção de TGF-β por macrófagos alveolares e peritoneais incubados com FM-DMSA na 

concentração de 0,06 mg/mL (FM-2), na presença de soro de camundongo (SORO) ou albumina 

sérica bovina (BSA) e por seus respectivos controles (C-SORO e C-BSA). *p<0,05 em relação a C-

SORO e C-BSA. 
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5.5.2 Produção de IL-10 

 

 

Na figura 17 observa-se o aumento significativo da produção de IL-10 para os 

macrófagos peritoneais incubados com FM-DMSA na presença de BSA (aumento de 

2 vezes) em relação ao grupo controle C-BSA. Para os macrófagos alveolares não 

houve diferença significativa entre os grupos avaliados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Produção de IL-10 por macrófagos alveolares e peritoneais incubados com FM-DMSA na 

concentração de 0,06mg/mL (FM-2), na presença de soro de camundongo (SORO) ou albumina 

sérica bovina (BSA) e por seus respectivos controles (C-SORO e C-BSA). *p<0,05 em relação a C-

BSA. 

 

 

5.5.3 Produção de IL-1 β 

 

 

Na figura 18, não há diferença significativa na produção de IL-1β entre os 

grupos experimentais avaliados.  
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Figura 18. Produção de IL-1β por macrófagos alveolares e peritoneais incubados com FM-DMSA na 

concentração de 0,06mg/mL (FM-2), na presença de soro de camundongo (SORO) ou albumina 

sérica bovina (BSA)e por seus respectivos controles (C-SORO e C-BSA) .  

 

 

5.5.4 Produção de TNF- α 

 

 

Na figura 19, observa-se que não há diferença significativa na produção de 

TNF-α entre os grupos avaliados.  
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Figura 19.  Produção de TNF-α por macrófagos alveolares e peritoneais incubados com FM-DMSA na 

concentração de 0,06 mg/mL (FM-2), na presença de soro de camundongo (SORO) ou albumina 

sérica bovina (BSA) e por seus respectivos controles (C-SORO e C-BSA). 

 

 

5.5.5 Produção de IL-6 

 

 

 Na figura 20, observa-se que ocorreu um aumento significativo na produção 

de IL-6 pelos macrófagos peritoneais no grupo FM-2-SORO (170,63 ± 4,88 pg/mL) 

em comparação ao grupo C-SORO. Entre os demais grupos experimentais não 

houve diferença significativa. 
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Figura 20.  Produção de IL-6 por macrófagos alveolares e peritoneais incubados com FM-DMSA na 

concentração de 0,06mg/mL (FM-2), na presença de soro de camundongo (SORO) ou albumina 

sérica bovina (BSA) e por seus respectivos controles (C-SORO e C-BSA).*p<0,05 em relação a C-

SORO. 
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O tamanho primário, a carga, a forma, a concentração, o estado de 

aglomeração, a superfície química e a área de superfície são características que 

afetam direta ou indiretamente a toxicidade e a internalização das nanopartículas. 

Por isso tanta divergência pode ser observada nos estudos de nanopartículas, 

inclusive entre aquelas com características semelhantes. Além disso, o meio de 

dispersão das nanopartículas exerce importante influência nessas características, 

especialmente no estado de aglomeração. Sendo assim, a dispersão de cada 

amostra de nanopartícula deve ser determinada empiricamente e os resultados não 

devem ser extrapolados para amostras de diferentes origens (ALEXIS et al., 2008; 

ALLOUNI et al., 2009; BUFORD et al., 2007; DENG et al., 2009).   

Diante das variações que podem prejudicar as conclusões sobre os efeitos 

biológicos das nanopartículas, tornou-se necessário verificar a estabilização do FM-

DMSA nas dispersões em meio de cultura RPMI-1640, antes de utilizá-las para os 

estudos in vitro.  

O RPMI-1640 é um meio de cultura que provoca alta aglomeração de 

nanopartículas, levando a um acentuado aumento do diâmetro hidrodinâmico. Isso 

ocorre devido à complexidade do meio, composto por sais, aminoácidos e vitaminas 

(ALLOUNI et al., 2009). No presente estudo, observou-se que em RPMI-1640 puro 

ocorre alta aglomeração das nanopartículas, que assumem um alto diâmetro 

hidrodinâmico médio. Porém o aumento da concentração de soro de camundongo 

ou de albumina nas soluções leva a uma progressiva redução nesse diâmetro 

(figuras 5 e 6). 

A obtenção do diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas em diferentes 

concentrações de BSA e soro de camundongo permitiu a determinação das 

concentrações em que o diâmetro hidrodinâmico mais se aproxima daquele da 

solução original de FM-DMSA, onde as nanopartículas de maguemita recobertas 

com DMSA encontram-se dispersas em solução aquosa com NaCl a 0,9%. Assim, 

os resultados mostraram que as concentrações de albumina a 2,5% e 1,5% e a 

concentração de soro a 4,5% podem ser utilizadas para a estabilização das 

nanopartículas do FM-DMSA em meio de cultura RPMI-1640 (figura 7), evitando a 

formação de aglomerados e subseqüente sedimentação das mesmas. Em outras 
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palavras, favorecendo o aumento da estabilidade das nanopartículas utilizadas 

(figura 5 e 6).  

Resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos que 

analisaram a estabilidade de nanopartículas magnéticas de maguemita recobertas 

com DMSA, pela avaliação do diâmetro hidrodinâmico e sedimentação, as quais se 

tornavam instáveis ao serem adicionadas a meio de cultura RPMI-1640. Porém, com 

a adição de soro fetal de cabra ocorria a manutenção da estabilidade das mesmas 

(CHEN et al., 2008a; CHEN et al. 2008b). Embora a adição de soro fetal de cabra 

seja capaz de estabilizar essas nanopartículas, ele também é responsável por uma 

maior internalização das mesmas, fato não observado para o soro de camundongo 

no presente estudo (CHEN et al., 2008b). 

Outros estudos têm demonstrado a estabilidade das nanopartículas de 

diferentes composições pela redução do estado de aglomeração a partir da 

utilização de proteínas plasmáticas, pela adição de soro fetal bovino e soro fetal de 

cabra e também pela adição de albumina sérica bovina e albumina sérica humana a 

meios de dispersão, tais como RPMI-1640, solução de NaCl a 0,9% e PBS 

(ALLOUNI et al., 2009; BIHARI et al., 2008; BUFORD et al., 2007;  LIM et al., 2009).   

Embora o aumento da concentração de nanopartículas de ZnO, TiO2, e SiO2 

em soluções com ou sem proteínas acarrete maior aglomeração (ALLOUNI et al., 

2009; DENG et al., 2009), os resultados do presente estudo mostram que o aumento 

da concentração de FM-DMSA não aumentou a aglomeração das nanopartículas 

magnéticas, requerendo inclusive uma menor quantidade de BSA para redução do 

diâmetro hidrodinâmico. Na concentração de 0,06 mgFe/mL, 1,5% de albumina é 

capaz de estabilizar as nanopartículas; já para 0,03 mgFe/mL é necessária a 

concentração de 2,5% (figura 6). Esses resultados podem ser explicados pela 

variação de pH das soluções avaliadas na presença de FM-DMSA. Soluções de 

meio RPMI-1640 com 1,5% de BSA foram preparadas com pH de 7,4. Entretanto, a 

adição de FM-DMSA resultou em um aumento do pH para 7,5 na concentração de 

0,03 mgFe/mL e para 7,6 na concentração de 0,06 mgFe/mL (dados não 

mostrados). Portanto, a menor aglomeração para a concentração mais alta de ferro, 

em soluções com mesmas concentrações de BSA, pode ocorrer devido ao aumento 

da força iônica do meio (conforme observado na medição de pH), pois a maior 

quantidade de íons em solução pode resultar em uma dupla camada elétrica mais 

fina ao redor das partículas que assumem menores valores de diâmetro 



DISCUSSÃO - 81 

hidrodinâmico. Assim, com uma menor concentração de albumina é possível obter 

um diâmetro hidrodinâmico menor para as nanopartículas na concentração mais alta 

de FM-DMSA. Por outro lado, concentrações mais altas de albumina são 

necessárias para reduzir o diâmetro hidrodinâmico nas soluções com FM-DMSA 

com menor concentração (XU, 1998).  

A ausência de aglomeração das nanopartículas é importante para reduzir a 

internalização e consequentemente os seus efeitos tóxicos às células. A 

internalização das nanopartículas administradas intravenosamente ocorre, 

principalmente, pelo sistema mononuclear fagocitário. Estudos têm demonstrado 

que a internalização por macrófagos e monócitos pode ser dependente da 

opsonização das nanopartículas por proteínas plasmáticas. No geral, partículas sem 

cobertura apresentam intensa opsonização e, consequentemente, a fagocitose das 

mesmas é alta. Contudo, uma vez recobertas, essa opsonização é reduzida, bem 

como a internalização. Para a redução da internalização, a cobertura utilizada deve 

ser apropriada, sendo por isso essencial avaliar individualmente cada tipo de 

nanopartícula para entender sua ação no organismo (DOBROVOSLKAIA et al., 

2008; LIN et al., 2010). 

  Em geral, as principais proteínas que interagem com as nanopartículas 

provocando sua fagocitose são as proteínas relacionadas à ativação do sistema 

complemento. Embora muitos artigos demonstrem ativação do sistema complemento 

e a opsonização, das nanopartículas de diversas composições (ABE et al., 2008; 

DENG et al., 2009; GAUCHER et al., 2009; HARASHIMA et al., 1997; LEROUX et 

al., 1995), no presente estudo, as nanopartículas incubadas com soro de 

camundongo não apresentaram maior internalização pelos macrófagos peritoneais e 

alveolares (Figuras 12 a 15), indicando a ausência da ativação do complemento. A 

ausência de internalização pelos macrófagos, observada para o FM-DMSA, é 

essencial para que as nanopartículas permaneçam longos períodos no sangue até 

alcançarem seus sítios específicos e para não causarem reações inflamatórias 

(BEDUNEAU et al., 2009; EHRENBERG et al., 2009; GAUCHER et al., 2008). 

Coberturas hidrofílicas diminuem a ligação das proteínas às nanopartículas 

devido ao impedimento estérico ou eletrostático entre as moléculas da cobertura e 

as proteínas, enquanto que as hidrofóbicas aumentam (ALEXIS et al., 2008; DENG 

et al., 2009; GAUCHER et al., 2009; HE et al., 2010; SHENG, et al., 2009; ZAHR et 

al., 2006). A cobertura de DMSA é uma cobertura com caráter hidrofílico e a 
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ausência da internalização pode, portanto, estar sendo beneficiada por essa 

característica (VALOIS et al., 2010).  

O aumento da internalização das partículas incubadas com soro in vitro, 

também não foi observado por MÜLLER et al. (2007), que avaliaram a internalização 

de nanopartículas de óxido de ferro superparamagnéticas recobertas com dextran 

em cultura celular de monócitos e macrófagos derivados de monócitos humanos. 

Por outro lado, nanopartículas magnéticas de óxido de ferro recobertas com 

diferentes coberturas foram avaliadas por MUHLENA et al. (2007), observando-se 

ativação do sistema complemento com a fagocitose por macrófagos sendo 

dependente do receptor de proteínas do complemento CR3.  

Mesmo para aqueles estudos em que ocorre internalização na presença de 

soro, a análise dos resultados deve ser rigorosa, pois a incubação de partículas com 

células de determinada espécie, e soro de outra espécie provoca alterações no 

padrão de internalização. Isso porque a ativação do complemento e o padrão de 

opsonização das proteínas plasmáticas são espécie-dependentes (EHRENBERG et 

al., 2009; HARASHIMA et al., 1998). Assim, embora estudos anteriores do nosso 

grupo tenham demonstrado proeminente internalização do FM-DMSA, é importante 

ressaltar que estes estudos in vitro foram realizados com células de camundongo e 

soro fetal bovino (VALOIS et al., 2010).     

O soro de camundongo não provocou a internalização do FM-DMSA, em 

contrapartida a albumina nas concentrações de 1,5% e 2,5% foi capaz de aumentar 

a internalização das nanopartículas do FM-DMSA. O aumento da internalização de 

nanopartículas na presença de albumina parece ser dependente do tipo de 

nanopartículas. Alguns estudos demonstram que a albumina não é capaz de 

promover a internalização das nanopartículas e aumentar sua captação pelo sistema 

reticulo endotelial (OGAWARA et al., 1999; ZAHR et al., 2006), porém o aumento da 

internalização também já foi observado em outro estudo (BEDUNEAU et al., 2009). 

É possível que em alguns casos, a ligação da albumina às nanopartículas pode levar 

a mudanças conformacionais nas mesmas, resultando em reconhecimento por 

receptores de varredura (DUTTA et al., 2007).  

Assim como prevenir a ativação da resposta imune pode ser interessante 

durante a utilização das nanopartículas para o direcionamento de fármacos a alvo 

específicos, o aumento da internalização em determinadas condições, por exemplo, 

na presença de albumina, também pode ser benéfica para determinadas aplicações 
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biomédicas, que necessitam de grande internalização das nanopartículas, como o 

diagnóstico por IRM (imagem de ressonância magnética). Atualmente, um grande 

desafio para o uso das nanopartículas magnéticas é carregar células com 

quantidades suficientes das partículas para o sucesso das terapias (LIN et al., 2010; 

PISANIC II et al., 2007). Portanto, as nanopartículas do FM-DMSA associadas à 

albumina podem permitir, por exemplo, a utilização de macrófagos como veículos do 

FM-DMSA a tecidos específicos. 

As partículas de óxido de ferro são menos tóxicas que aquelas produzidas a 

partir de outros metais, porém as preocupações ainda são grandes acerca das 

aplicações biomédicas como IRM e direcionamento de fármacos a alvo específicos 

(SOENEN; CUYPER, 2009). A toxicidade das nanopartículas de ferro geralmente 

está associada à produção de espécies reativas de oxigênio e à internalização 

(LEWINSKI et al, 2008). No entanto, as nanopartículas magnéticas avaliadas neste 

estudo não foram tóxicas para os macrófagos peritoneais, como pôde ser observado 

pelos ensaios com os reagentes MTT, inclusive para os grupos incubados com BSA, 

nos quais houve elevada internalização do FM-DMSA (figuras 10 e 11). Esses 

resultados estão de acordo com estudos prévios em que macrófagos alveolares não 

apresentaram sua viabilidade alterada após a adição do FM-DMSA ao meio de 

cultura, por até 72 horas (VALOIS et al., 2010) e com outros estudos em que a 

exposição de macrófagos murinos a concentrações entre 1 e 100 µgFe/mL de 

nanopartículas superparamagnéticas de óxido de ferro (Ferucarbotrano) não alteram 

a viabilidade celular nos ensaios de MTT e azul tripan, mesmo com a alta 

internalização dessas partículas; apesar de influenciarem as funções fisiológicas, 

inclusive a resposta imune celular e humoral (HSIAO et al., 2008). 

Outros tipos celulares incubados com nanopartículas magnéticas de ferro 

recobertas com DMSA em concentrações de até 100 µg/mL também não 

apresentaram citotoxicidade em ensaios de viabilidade celular com avaliação de 

atividade mitocondrial, ciclo celular, morte por apoptose, produção de espécies 

reativas de oxigênio e fragmentação de DNA (LIU et al., 2010; WILHELM; GAZEAU 

et al., 2008). 

Em alguns estudos há citotoxicidade de nanopartículas de ferro recobertas 

com DMSA (AUFFAN et al., 2006; PISANIC II et al., 2007). PISANIC II et al. (2007) 

avaliaram, não apenas a viabilidade celular, mas também outros parâmetros 

importantes como alterações no citoesqueleto, adesão das células ao substrato, 



DISCUSSÃO - 84 

diferenciação e formação de contato intercelular de neurônios, observando, nesse 

estudo, alta toxicidade e alterações funcionais em concentrações de ferro superiores 

a 1,5 mM. Estudos com alta concentração de ferro são essenciais para avaliar os 

efeitos das nanopartículas, uma vez que em muitas aplicações biomédicas há a 

necessidade de grande quantidade de partículas dentro das células. Os resultados 

obtidos no presente estudo representam concentrações relativamente altas de ferro 

0,03 mgFe/mL (0,53 mM) e 0,06 mgFe/mL (1,06 mM) e, como não foi observada 

toxicidade, há boa expectativa para a utilização do FM-DMSA em aplicações que 

requeiram altas concentrações intracelulares de nanopartículas como o 

direcionamento de fármacos e a lise celular por magnetohipertermia. Contudo, os 

tempos avaliados foram curtos, de no máximo 12h, sendo necessárias investigações 

em tempos mais longos e em diferentes tipos celulares. Vale ressaltar que mesmo 

em altas concentrações de ferro, ausência de cobertura e intervalos de tempo 

maiores (até 72h), nanopartículas magnéticas de magnetita não apresentaram 

citotoxicidade em células hepáticas e pulmonares humanas (LIU et al., 2009).  

Sendo que as nanopartículas de óxido de ferro também podem causar efeitos 

independentes da internalização, principalmente pela toxicidade da cobertura das 

nanopartículas (LIN at al., 2008; SOENEN; CUYPER et al., 2009), a ausência de 

citotoxicidade observada para o FM-DMSA corrobora com a hipótese de que a 

cobertura dessas nanopartículas realmente possui uma combinação de 

características como, por exemplo, as suas cargas negativas, que as tornam 

biocompatíveis.  

Enquanto nanopartículas sem cobertura provocam grande internalização com 

significativa morte celular, sendo a produção de espécies reativas de oxigênio uma 

das principais causas da morte celular, as partículas recobertas com substâncias 

hidrofílicas apresentam menor citotoxicidade, (LIN at al., 2010; SOENEN; CUYPER 

et al., 2009). Embora não seja possível concluir que o FM-DMSA induz uma menor 

produção de espécies reativas de oxigênio, pelo menos, pode-se concluir que os 

danos celulares, caso elas sejam liberadas pelas células, estão minimizados.  

Vale novamente ressaltar que a aglomeração é outro fator importante na 

toxicidade das nanopartículas magnéticas. Estudos de viabilidade por MTT com 

nanopartículas de ferro superparamagnéticas recobertas com álcool polivinílico 

(PVA), por exemplo, tiveram sua viabilidade aumentada com a menor aglomeração 

das nanopartículas pelo controle da concentração de PVA (MAHMOUDI et al., 
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2009). No presente estudo, os ensaios de estabilidade permitiram determinar as 

concentrações ideais das soluções utilizadas na cultura de células, impedindo a 

aglomeração das nanopartículas e, consequentemente, possíveis reações tóxicas 

decorrentes da aglomeração.  

 Uma importante característica dos macrófagos é a habilidade em produzir 

citocinas pró-inflamatórias IL-1, IL-6, IL-8, TNF-α e IL-12 e anti-inflamatórias IL-10 e 

TNF-α em reposta a um estímulo. Por sua vez, o balanço da produção de citocinas 

pró e anti-inflamatórias é essencial para compreender a complexa atuação do 

macrófago (CHUNG et al., 2006). 

Estudos in vitro com nanopartículas superparamagnéticas de óxido de ferro, 

recobertas com dextran, não demonstraram indução na produção de IL-1 e IL-6 em 

monócitos incubados por 24h com 1mg Fe/mL (ENGBERINK et al., 2007). MÜLLER 

et al. (2007) também não observaram aumento da produção de IL-12, IL-10, IL-1b e 

TNF-a, in vitro, por macrófagos derivados de monócitos na presença de 

nanopartículas superparamagnéticas de Feumoxtran-10. Macrófagos peritoneais 

incubados por 48 horas com Ferumoxtran-10 em concentrações de 100 e 500mg/mL 

também não aumentaram significantemente a produção de IL-1 (RAYNAL et al., 

2004). Esses estudos corroboram os resultados do presente trabalho em que não 

ocorreu aumento significativo na produção de IL-1β (figura 19) e TNF-α (Figura 20). 

Até mesmo para a produção de IL-6, que apresentou diferença significativa após a 

adição do FM-DMSA, os níveis são muito baixos podendo não representar um 

importante aumento para ação imunológica desses macrófagos (figura 21).  

No entanto, em nosso estudo, observou-se aumento na liberação de TGF-β in 

vitro para macrófagos peritoneais; o que não ocorreu para os macrófagos alveolares, 

os quais mantiveram sua expressão basal de TGF-β (figura 17).  Poucos estudos 

relatam o aumento da produção de TGF-β em resposta à incubação com 

nanopartículas, porém observou-se in vivo o aumento dessa citocina após a 

instilação intratraqueal de nanopartículas de platina e nanopartículas de óxido de 

ferro no lavado bronco alveolar de camundongos. Os autores relacionam essa 

observação à produção de matriz extracelular para o reparo tecidual nas etapas 

inflamatórias iniciais (PARK et al., 2010a; PARK et al., 2010b).  

O TGF-β pode agir aumentando e impedindo a degradação da matriz 

extracelular, possuindo papel central no estímulo para a produção de colágeno pelos 

fibroblastos que pode levar a uma fibrose pulmonar ou peritoneal (FAIRWEATHER; 
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CIHAKOVA, 2009; LI et al., 2006; MARGETTS e BONNIAUD, 2003; NACU et al., 

2008). Os resultados do presente estudo demonstraram a ausência de produção de 

TGF-β para macrófagos alveolares, observação que corrobora o fato de fibroses 

pulmonares associadas às nanopartículas magnéticas não serem comuns, sendo 

que para o FM-DMSA nunca foi observada (GARCIA et al., 2005; GRASSIAN et al., 

2007; MONGE-FUENTES, 2009; PETTIBONE et al., 2008; VALOIS et al, 2009). Por 

outro lado, o aumento da produção de TGF-β para macrófagos peritoneais ocorreu, 

sendo importantes futuras avaliações para aplicação do fluido magnético na 

cavidade peritoneal. 

O aumento da produção de TGF-β não está necessariamente relacionado a 

fibroses; pois, uma vez produzida pelo macrófago, essa citocina desempenha 

diversas funções além da atração de fibroblastos para reparo da matriz, tais como a 

atração de neutrófilos, recrutamento e diferenciação de monócitos em macrófagos, 

migração e proliferação de células epiteliais, redução da expressão de receptores de 

fagocitose em macrófagos e da produção de EROs e inibição da produção de 

citocinas pró-inflamatórias como IL-1, TNF-α, IL-8. (KOBAYASHI et al., 2010; LI et 

al., 2006; LINGNAU et al., 2007). Essas duas últimas funções dessas citocinas 

podem ser importantes para os macrófagos incubados com o FM-DMSA, uma vez 

que o aumento da internalização não foi observado para os macrófagos incubados 

com soro, a viabilidade manteve-se estável em todos os grupos experimentais e o 

padrão de produção de IL-1β e TNF-α e IL-6 observados não revelam uma grande e 

homogênea atividade pró-inflamatória. 

O aumento da produção de IL-10 (Figura 18) foi proeminente apenas para os 

macrófagos peritoneais incubados com BSA, ou seja, aqueles que apresentaram 

também uma maior internalização de nanopartículas. O aumento da produção de IL-

10 para o FM-DMSA também foi observado no lavado bronco-alveolar em estudos 

realizados por VALOIS et al. (2010) in vivo. Também ocorreu aumento da produção 

de IL-10 no sangue periférico de camundongos tratados intravenosamente com 

nanopartículas magnéticas de magnetita sendo que quanto maior a concentração de 

nanopartículas administradas, menor era a produção dessas citocinas (CHEN et al., 

2010). 

Assim como o TGF-β, a produção de IL-10 pode estar relacionada à ativação 

alternativa dos macrófagos para indução do reparo tecidual e redução da produção 

de IL-1β, TNF-α, IL-6 e de EROs (CHUNG et al., 2006; COUPER et al., 2008; 
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FAIRWEATHER; CIHAKOVA, 2009; LI et al., 2006; LINGNAU et al., 2007; ZHANG et 

al., 2010). O uso tópico de nanopartículas de prata para queimaduras, por exemplo, 

promove esse padrão de correlação entre a alta produção de IL-10 e a baixa de IL-6, 

sendo que com a diminuição de IL-10 a produção de IL-6 aumenta (TIAN et al., 

2007).  

No presente estudo observa-se que os macrófagos peritoneais tiveram 

elevada produção de IL-10, associada à baixa produção de TNF-α, IL-1β (na 

presença de BSA e de soro de camundongo) e de IL-6 (na presença de soro), após 

2h de incubação com FM-DMSA. A diferença significativa na dosagem de IL-6 para 

macrófagos peritoneais associados ao FM-DSMSA na presença de soro pode 

representar uma inibição pouco acentuada de sua produção. É importante ressaltar 

que o tempo de estudo pode ser curto para avaliar esse tipo de padrão de inibição 

de citocinas, sendo necessário avaliar tempos mais longos para determinar a 

ocorrência de uma inibição da produção de TNF-α IL-1β e IL-6 em decorrência do 

aumento de IL-10. Além disso, in vivo essas citocinas desencadeiam uma resposta 

sistêmica levando à produção de outras moléculas, como o fator de crescimento de 

hepatócito, que são capazes de aumentar sua produção na presença de IL-10 e, 

então, reduzir a produção de outras citocinas como a IL-6 por macrófagos 

(KAMIMOTO et al., 2009). 

Embora os níveis dosados de IL-6 sejam baixos, o aumento significante em 

relação ao controle da produção dessa citocina pelos macrófagos peritoneais 

incubados com FM-DMSA, em meio de cultura RPMI-1640 com soro de 

camundongo, pode estar indicando o seu papel antiinflamatório (figura 21). A IL-6 

geralmente age como uma citocina pró-inflamatória durante uma inflamação crônica 

permitindo o acúmulo exagerado de células mononucleares, mas em uma 

inflamação aguda ela é responsável por atuar reduzindo a quantidade de neutrófilos 

e estimulando o recrutamento de macrófagos para a resolução da inflamação 

(KAPLANSKI et al., 2003). 

Conforme observado no presente trabalho, estudos in vitro com 

nanopartículas superparamagnéticas também revelaram que o aumento da 

produção de IL-10 por macrófagos está relacionado à inibição da produção de TNF-

α (SIGLIENTI et al., 2006). Outros estudos demonstram que macrófagos expostos a 

nanopartículas superparamagnéticas em altas concentrações de ferro (100mg/mL) 

apresentam significante produção de TNF-α, já em concentrações mais baixas (10 
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mg/mL) essa produção não é observada (HSIAO et al, 2008). As concentrações 

utilizadas foram bem menores que as testadas por HSIAO e colaboradores (0,03 

mgFe/mL e 0,06 mgFe/mL), podendo justificar a baixa produção de TNF-α. Além 

disso, o TNF-α pode ser responsável pelo estímulo da produção de EROs (KIM et al, 

2010; SAKON et al., 2003) afetando a viabilidade celular, mas não houve 

citotoxicidade dessas nanopartículas no presente estudo. Nanopartículas 

superparamagnéticas de óxido de ferro associado a sulfato de protamina também 

não apresentaram aumento na produção de TNF-α in vitro (JANIC et al., 2008). In 

vivo, a produção de citocinas pode ter um padrão diferenciado devido à resposta do 

organismo, talvez por isso tenha havido produção de TNF-α no pulmão de 

camundongos após a administração intravenosa de FM-DMSA (VALOIS et al, 2010). 

Observa-se que o padrão para a produção de citocinas é bem diferenciado 

entre macrófagos alveolares e peritoneais, isso porque macrófagos de diferentes 

origens apresentam características próprias quanto ao tipo de moléculas produzidas 

e funções desempenhadas no organismo. Um estudo in vivo, por exemplo, 

demonstrou que a internalização de nanopartículas magnéticas aumenta a produção 

de TNF-α em macrófagos peritoneais de ratos, mas não de camundongos, indicando 

que diferentes tipos de macrófagos podem responder de forma distinta às 

nanopartículas (SIGLIENTI et al, 2006; SUZUKI et al., 2008; XU et al., 2006).  Essa 

observação foi corriqueira nos resultados do presente estudo, uma vez que os 

macrófagos alveolares não apresentaram alteração na produção de citocinas 

mesmo para os grupos em que houve maior internalização, por outro lado os 

macrófagos alveolares apresentaram elevada produção de IL-10 e TGF-β quando 

incubados com o FM-DMSA, em relação aos controles. 
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7 CONCLUSÃO 

 
 

Durante a avaliação dos efeitos do FM-DMSA sobre macrófagos peritoneais e 

alveolares, na presença de BSA ou soro de camundongo, as nanopartículas 

magnéticas utilizadas permaneceram estáveis, possibilitando a avaliação das 

atividades dos macrófagos em diferentes condições experimentais que resultaram 

em variações no padrão de internalização celular das nanopartículas e na produção 

de citocinas, sem alteração da viabilidade celular. Portanto, a partir dos resultados 

obtidos neste estudo, é possível concluir que:  

 

• As nanopartículas do FM-DMSA permanecem estáveis nas concentrações de 

BSA a 2,5% (0,03 mgFe/mL) e 1,5% (0,06 mgFe/mL) e de soro de camundongo 

a 4,5% (0,03 e 0,06 mgFe/mL) em meio de cultura RPMI-1640; 

• O FM-DMSA não é tóxico para os macrófagos incubados com as nanopartículas 

nas concentrações de 0,03 mgFe/mL e 0,06 mgFe/mL em RPMI-1640 com BSA 

ou soro de camundongo; 

• Macrófagos peritoneais e alveolares não apresentam internalização das 

nanopartículas em meio de cultura RPMI-1640 com 4,5% de soro de 

camundongo, o que indica a ausência de ativação do sistema complemento; 

• A internalização das nanopartículas por macrófagos peritoneais e alveolares é 

estimulada na presença 1,5% ou 2,5% de BSA, revelando que o BSA apresenta 

potencial para as aplicações biomédicas que exigem altas concentrações 

intracelulares de nanopartículas; 

•  Ocorre uma baixa atividade pró-inflamatória pelos macrófagos alveolares e 

peritoneais incubados com o FM-DMSA, que produzem IL-1β, TNF-α e IL-6 em 

níveis basais; 

• Ocorre a predominância de uma ação antiinflamatória pelos macrófagos 

peritoneais quando incubados com o FM-DMSA, pois houve aumento na 

liberação de TGF-β na presença de soro de camundongo e de BSA e na 

liberação de IL-10 na presença de BSA;  

• Os macrófagos alveolares não apresentam uma proeminente resposta 

antiinflamatória ao serem incubados com FM-DMSA, confirmando que células 

diferentes podem ser estimuladas de forma distinta pelas nanopartículas.  
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