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RESUMO

Nanoparticulas de maguemita recobertas com acido 2,3-dimercarptosuccinico (FM-
DMSA) apresentam distribuicdo preferencial para o pulmao sendo internalizadas por
macréfagos; processo que pode ocorrer pela opsonizacdo por proteinas
plasmaticas. A fim de determinar a estabilidade das nanoparticulas, em diferentes
meios de dispersédo, o diametro hidrodinamico foi obtido por espalhamento dindmico
de luz, em diferentes concentragbes de albumina sérica bovina (BSA) e soro de
camundongo (SC). Essas concentracoes foram utilizadas para ensaios de
sedimentacdo em espectrofotometro, por 180 minutos. Nos ensaios de
internalizacdo, macréfagos alveolares e peritoneais foram tratados com 0,03 ou 0,06
mgFe/mL FM-DMSA na presenca de 4,5% de SC ou 1,5% e 2,5% de BSA em meio
de cultura, por 2h a temperatura ambiente (TA). Foi utilizado como controle positivo
poli-L-lisina em meio de cultura e apenas meio de cultura como controle negativo.
Na determinacédo intracelular de ferro utilizou-se o kit de Ferrozine da Labtest, com
modificagcdes. A produgcdo das citocinas IL-10, IL-6, IL-18, TNF-a e TGF-B foi
analisada por ELISA. A avaliagdo da citotoxicidade foi verificada pelo ensaio com
MTT, apés 2h30 a TA ou 2h30 e 12h a 37<C e 5% de CO , atmosférico. Observou-se
diametros hidrodindmicos equivalentes e auséncia de sedimentacdo para as
concentracfes de 4,5% para o SC nas duas concentracOes de ferro testadas e de
1,5% e 2,5% para o BSA nas concentragdes de 0,03 mgFe/mL e 0,06 mgFe/mL,
respectivamente. A internalizacdo de ferro foi significativamente menor para 0s
grupos com FM-DMSA e SC em relagdo aos grupos incubados com FM-DMSA e
BSA e em relacdo ao controle positivo, ndo havendo diferenca em relacdo ao
controle negativo. A baixa internalizacdo observada para o FM-DMSA na presenca
de SC demonstra que a opsonizacédo pode nédo ser a principal via de internalizacéo.
Mesmo com aumento da internalizacdo para alguns grupos experimentais, nao
houve citotoxicidade do FM-DMSA. A dosagem das citocinas demonstrou que 0s
macréfagos alveolares e peritoneais incubados com o FM-DMSA produzem IL-1B e
TNF-a em niveis basais, indicando a baixa atividade pro-inflamatdria. Por outro lado,
houve maior producdo de TGF-B, IL-10 e IL-6 pelos macrofagos peritoneais que

indica a ocorréncia de uma resposta antiinflamatoéria para os macrofagos 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-1B, TNF-a
and TGF-B were analyzed by ELISA. Cytotoxicity with MTT assays was analyzed for
2h30 at RT or 2h30 and 12h at 37 T and atmosphere with CO; 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-18 and TNF-a at baseline
levels, indicating a low pro-inflammatory activity. On the other hand, there was an
increase in TGF-B, IL-10 and IL-6 by peritoneal macrophages, indicating that

peritoneal macrophages have an anti-inflammatory activity.
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1 INTRODUCAO

As nanoparticulas tém sido amplamente utilizadas para os mais diversos fins,
inclusive para aplicagcbes biomédicas. A utilizagdo das mesmas permite, por
exemplo, aumento na solubilidade de drogas pouco soluveis, o direcionamento dos
farmacos de maneira célula ou tecido-especifica, a passagem de drogas através das
barreiras epiteliais e endoteliais, o direcionamento de grandes moléculas para os
espacos intercelulares, o co-direcionamento de dois ou mais farmacos em uma
terapia combinatdria e 0 monitoramento dos locais de direcionamento dos farmacos
por técnicas de visualizacdo das nanoparticulas (FAROKHZAD et al., 2009). Aléem
disso, as nanoparticulas melhoram a farmacocinética das drogas, reduzindo seus
efeitos colaterais e tornando suas acdes mais eficazes. Todas essas caracteristicas
podem vir acompanhadas, inclusive, por uma diminuigdo do custo nos tratamentos
(DOBROVOLSKAIA et al., 2008; KARLSSON et al., 2008).

Embora as nanoparticulas tenham se revelado importantes ferramentas
tecnologicas, € preciso melhor avaliar as suas aplicagdes biolégicas. Quando
alcancam a circulacdo sanguinea, essas nanoestruturas encontram um ambiente
complexo com proteinas plasmaticas e células imunitarias. O encontro com
fagdcitos, por exemplo, pode levar a um processo de internalizacdo das mesmas.
Essa internalizacdo pode ocorrer por diversas vias; podendo, inclusive, ser facilitada
pela opsonizacdo das nanoparticulas, ou seja, adsorcdo de proteinas plasméaticas
em suas superficies. Tal fagocitose impede que as particulas cheguem ao sitio de
interesse ou permanecam livres nos tecidos, reduzindo a eficacia dos tratamentos.
Somando-se a essa questdo, existem os efeitos adversos gerados pelo sistema
imunitario que podem acarretar, por exemplo, reacdes de hipersensibilidade
(DOBROVOLSKAIA et al., 2008). Por outro lado, no tratamento de algumas doengas
e em diagnésticos por imagem a internalizacdo das nanoparticulas pode ser
importante para direciona-las a sitios especificos como figado, baco, pulméo e
tecidos linféides (BEDUNEAU et al., 2009). Assim, € importante compreender a
resposta do organismo as nanoparticulas, incluindo caracterizar a a¢do do sistema
imunitario inato para, posteriormente, utilizar estratégias que minimizem seus efeitos

adversos; modificando, por exemplo, a superficie das nanoparticulas para minimizar
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a acdo do sistema complemento, um dos componentes da imunidade inata, ou para
torna-las mais eficazes (DOBROVOLSKAIA et al., 2008).

Dentre a grande variedade de nanoparticulas que vém sendo produzidas,
merecem destaque as nanoparticulas que constituem os fluidos magnéticos (FM).
Os FM séo sistemas coloidais estaveis formados por nanoparticulas magnéticas
dispersas em meios liquidos organicos ou inorganicos (PAPELL, 1964).

Estudos demonstraram que o fluido magnético contendo nanoparticulas
magneéticas recobertas com acido 2,3-dimercaptosuccinico (FM-DMSA) apresenta
distribuicdo preferencial para o pulmdo apds administragdo intravenosa em
camundongos (CHAVES et al., 2002; GARCIA et al., 2005; VALOIS et al., 2009). No
entanto, também tem sido demonstrado que as nanoparticulas magnéticas do FM-
DMSA induzem a migracdo transendotelial de mondcitos para o parénquima
pulmonar e parte dessas nanoparticulas é internalizada pelos monécitos presentes
na circulacdo sanguinea e por macréfagos no tecido. Além disso, a administracao de
FM-DMSA aumenta a producéo de citocinas e a expressado de moléculas que atuam
como receptores de proteinas de complemento em macrofagos no pulméao (VALOIS
et al., 2009). Essas observagbes sdo indicativas da ativagdo do sistema imunitario
inato pelo FM-DMSA.

Tendo em vista as possiveis aplicacdbes do FM-DMSA em terapias com
aplicacao intravenosas, torna-se importante uma melhor compreensdo da relacéo
entre a resposta imune inata desencadeada pela administracdo dessas

nanoparticulas magnéticas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Nanoparticulas magnéticas

As nanoparticulas magnéticas possuem dimensdes nanométricas (1 a 100
nm) gue conferem a elas propriedades magnéticas singulares (ASTM International
Committee E56 on Nanotechnology, 2006; LAURENT et al., 2008). Na auséncia de
um campo magnético, as nanoparticulas magnéticas possuem elétrons com spins
desordenados; contudo a incidéncia de um campo magnético externo é capaz de
orientar o0 momento magnético das particulas, tornando-as magnetizadas. Quanto
mais forte o campo magnético, maior serd a magnetizacdo das nanoparticulas. A
propriedade de tornar-se magnetizada apenas na presen¢a de um campo magnético
€ conhecida como paramagnética, sendo que particulas com elevada
susceptibilidade magnética sdo denominadas superparamagnéticas (KACHKACHI,
2006; LIN et al., 2010).

As nanoparticulas magnéticas podem ser empregadas em areas da
mineralogia, geologia, quimica e biomedicina (LIN et al., 2008). Nas aplicacbes
biomédicas (figura 1), as nanoparticulas magnéticas sdo muito utilizadas como
agente de contraste para imagens de ressonancia magnética, contudo diversos
estudos séo desenvolvidos para diversificar a funcionalidade dessas nanopatrticulas.
Assim, dependendo da cobertura e moléculas associadas as nanoparticulas, os FM
podem ser utilizados na separacdo de ceélulas e biomoléculas, na engenharia
tecidual, no tratamento de tumores por hipertemia e no carreamento de drogas e
DNA a alvos especificos (ITO et al., 2005; LIN et al., 2008; MORAIS et al., 2005;
MCBAIN et al., 2008). Diversos estudos com nanoparticulas magnéticas para esses
fins estdo sendo desenvolvidos, principalmente com células e modelos animais. Os
testes clinicos ainda sédo escassos, uma vez que € preciso maior compreensao e
consolidacdo dos conceitos envolvidos na aplicagdo desse tipo de nanoparticula
(LAURENT et al., 2008; LIN et al., 2008; LIN et al., 2010; MCBAIN et al., 2008).
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Figura 1. Aplicacfes biomédicas das nanoparticulas magnéticas.

Existem diversos materiais para a producdo de nanoparticulas magnéticas,
como os oxidos de ferro e as ferritas. Contudo muito desses materiais sao bastante
toxicos para aplicagdes in vivo. Os oxidos de ferro, tais como a magnetita (FesO,) e
maguemita (y-Fe,03), S8o componentes mais seguros para a administracao in vivo.
As nanoparticulas magnéticas de maguemita apresentam vantagem adicional em
relacdo as de magnetita por possuirem ferro em um estado oxidado (Fe*),
ocasionando menos danos ao organismo (MCBAIN et al., 2008).Embora as
nanoparticulas de 6xido de ferro sejam menos toxicas que aquelas produzidas a
partir de outros metais, ainda ha preocupacdes acerca de seus efeitos no
organismo, pois elas podem ser internalizadas e afetar as atividades celulares.
Assim, torna-se essencial a utilizacdo de coberturas com substancias biocompativeis

para uma menor citotoxicidade (LIN et al., 2010).
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A cobertura das nanoparticulas de 6xido de ferro é essencial para torna-las
biocompativeis e estaveis em solugéo fisiologica. Essa cobertura pode ser feita
utilizando-se de polimeros naturais, tais como carboidratos, proteinas e lipideos e
coberturas com polimeros sintéticos, silica, ouro, entre outros. E possivel, ainda,
acoplar biomoléculas ativas a essas coberturas como anticorpos e DNA, tornando-as
especificas a determinados alvos (MCBAIN et al., 2008).

O &cido meso-2,3-dimercarpatosuccinico (DMSA) apresenta grandes
vantagens quando utilizado como cobertura de nanoparticulas de 6xido de ferro. Ele
é capaz de formar complexos fortes com a superficie das nanoparticulas (WILHELM
et al., 2003). Além disso, € possivel imobilizar moléculas na superficie devido aos
seus grupamentos quimicos disponiveis (figura 2). As estratégias de imobilizacao de
proteinas em nanoparticulas magnéticas recobertas com DMSA variam bastante.
Grande parte dos estudos, busca imobilizar proteinas por meio dos grupos
carboxilicos, embora a imobilizacao pelas sulfidrilas também possa ser utilizada para
a formacédo de ligacdo covalente com ligantes biologicos. A ligacdo pelos grupos
sulfidrilas pode ser alcancada sem a utilizacdo de reagentes especificos, apenas
incubando as proteinas de interesse com as nanoparticulas (GAN, et al., 2007;
LAURENT et al., 2008; LEE et al., 2008; LI et al., 2007; MACIEL, 2008; ZHANG et
al., 2007).

OH

HO

SH O

Figura 2. Férmula estrutural do DMSA.



REVISAO DA LITERATURA - 22

Como citado anteriormente, para as aplicacbes in vivo e in vitro, as
nanoparticulas devem estar dispersas em solucdes fisioldgicas; porém, com os sais
nessas solucdes, elas tendem a aglomerar. A estabilizacdo das nanoparticulas €,
portanto, € essencial para obter FM que ndo agreguem em meio biologico. Vale
ressaltar que, além da cobertura, o conteido do meio de dispersdo também ajuda na
estabilizacdo das nanoparticulas 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 Aglomeracédo de nanoparticulas

A toxicidade das nanoparticulas est4 associada a diversas caracteristicas
fisico-quimicas das mesmas, tais como forma, tamanho, area de superficie, estado
de aglomeracao, potencial de superficie, e a quimica de sua superficie. Ainda, a
aglomeracao e subsequente sedimentacdo das nanoparticulas dependem da forma,
do tamanho, do tempo e da dose utilizada durante sua aplicacdo. 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; MULLER
et al., 2007; SUZUKI et al., 2008).

Aglomerados de nanoparticulas sao definidos como um grupo de particulas
mantidas unidas por forgcas relativamente fracas, tais como as forcas 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 estéo
fortemente associados por ligagdes quimicas (ASTM International Committee E56 on
Nanotechnology, 2006).

O estado de aglomeracdo € essencial para determinar como as
nanoparticulas irdo circular e ser eliminadas no organismo. A aglomeracdo tambéem
afeta a dissolugdo das nanoparticulas. Assim, a caracterizagdo do tamanho da
particula priméaria e dos aglomerados € essencial, pois pode afetar a deposicéo, a
eliminacdo e as respostas celulares acarretando, por exemplo, 0 aumento da
resposta inflamatoria (GRASSIAN et al., 2007; PETTIBONE et al., 2008).
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A investigacdo dos efeitos das nanoparticulas em dispersdes contendo
aglomerados nao é apropriada, pois as repostas celulares podem ser diferentes
daquelas de nanoparticulas ndo aglomeradas. Ha diversas maneiras descritas para
minimizar o efeito de aglomeracdo, tais como a utilizacdo de surfactantes
pulmonares, tween, fluido do lavado bronco-alveolar, albumina e soro como
estabilizantes em solugdes fisiologicas (ALLOUNI et al., 2009; BIHARI et al., 2008;
BILITWISKI et al., 2008; GOMEZ et al., 2006; GUPTA et al., 2008; LINGNAU et al.,
2007).

Em um estudo utilizando diversas formas de estabilizacdo de nanoparticulas
dos mais diferentes tipos de materiais (TiO,, prata, ZnO, SiO,, poliestireno, entre
outras) BIHARI et al. (2008) determinaram que, independente do tipo de particula,
dispersées com albumina sérica humana (HSA), albumina sérica murina (MSA) ou
albumina sérica bovina (BSA) levam a uma reducdo do diametro hidrodindmico
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 aglomeracdo das nanoparticulas, determinando que as proteinas e os
lipideos possuem um efeito importante ao depositarem-se em suas superficies
(ALLOUNI et al., 2009; BUFORD et al., 2007; CHEN et al., 2008; DENG et al., 2009).

A aglomeracdo das nanoparticulas também pode ser responsavel por
potencializar os seus efeitos toxicos, principalmente por provocar o aumento da
internalizacao celular. Os efeitos citotéxicos das nanoparticulas de Oxido de ferro
incluem a transitoria indugdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que pode
prejudicar a membrana plasmética, as mitocndrias e o material genético das
células. Isso porque no lisossomo a presenca de ferro leva a reacdo de Fenton
(figura 3), na qual os ions de ferro reagem com peroxido de hidrogénio, resultando
na formacdo de radicais livres de oxigénio extremamente reativos que levam aos
danos celulares (SOENEN; CUYPER, 2009; LIN et al., 2010).

Fe(dl)/ Fe(IIl)

07 + H,0, ‘0OH +0H™ + 0,

Figura 3. Representacdo esquematica da Reacado de Fenton.
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2.3 Sistema Imunitario

O sistema imunitario € constituido por células e moléculas que podem
desencadear dois tipos fundamentais de respostas imunes a partir do contato com
patdbgenos. A resposta imune adaptativa € caracterizada pela acdo antigeno-
especifica dos linfécitos T e B. Uma vez ativadas contra um determinado antigeno,
essas células sdo capazes de reconhecé-lo em infeccbes subsequentes,
combatendo-os prontamente. Por outro lado, a resposta imune inata ndo €
especifica e ndo possui memoria. Nesse tipo de resposta estdo envolvidas células
fagocitarias tais como neutrofilos, macréfagos e mondcitos; células responsaveis
pela liberacdo de mediadores inflamatorios (mastoécitos, eosinofilos e basofilos) e
células NK (Natural Killer). O componente molecular desse tipo de resposta inclui o
sistema complemento, proteinas de fase aguda, citocinas e quimiocinas (DELVES;
ROITT, 2000).

O sistema complemento contribui para as defesas do hospedeiro de varias
maneiras, podendo auxiliar a fagocitose pela opsonizagéo, recrutar e ativar varias
células incluindo células polimorfonucleares (PMNs) e macréfagos, participar na
regulacdo de respostas de anticorpos e auxiliar na eliminacdo de complexos
imunologicos e células apoptéticas. O complemento compreende mais de 20
proteinas séricas que sdo produzidas por uma variedade de células incluindo,
hepatécitos e macréfagos. As proteinas do complemento ligam-se a imunoglobulinas
ou a componentes de membrana das células. Outras proteinas sao proenzimas que,
quando ativadas, clivam outras proteinas do complemento. Com a clivagem,
algumas das proteinas do complemento liberam fragmentos que podem ativar
células, aumentar a permeabilidade vascular e promover a opsonizagdo (MAYER,
2009).

De forma geral, existem trés vias distintas para a ativacdo do complemento
que dependem de diferentes moléculas para seu inicio. A via classica que € ativada
por complexos antigeno-anticorpo na superficie do patégeno (DELVES; ROITT,
2000); a via da lectina ligadora de manose que se inicia pela ligagdo de uma lectina
sérica a carboidratos contendo manose presentes na superficie dos patdgenos

durante a fase aguda (GUPTA et al., 2008); e a via alternativa, resultante da ligacéo
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espontanea do C3 ativado, presente no plasma, a superficie do patdogeno (DELVES;
ROITT, 2000).

Independentemente da fonte de ativagcdo do complemento, o resultado é o
mesmo: clivagem de C3 associado a membrana dos patdgenos pelas convertases
C3. A clivagem da proteina C3 gera o fragmento pequeno C3a (mediador
inflamatorio que age recrutando fagacitos) e o fragmento grande C3b que opsoniza o
patogeno, depositando-se sobre a sua superficie, permitindo o reconhecimento por
receptores de C3b para a fagocitose. Subsequentes protedlises de C3b levam a
producédo dos fragmentos iC3b, C3c e C3dg, reconhecidos por diferentes receptores.
Caso o C3b néo seja clivado a iC3b, a cascata pode prosseguir resultando na
formacdo de outros fragmentos envolvidos no recrutamento de mais células (C4a e
Cb5a) e de fragmentos que serdo responsaveis por formar o complexo de ataque a
membrana em bactérias como C5b, C6, C7, C8 e C9 (DELVES; ROITT, 2000;
SUZUKI et al., 2008).

A ativacdo do complemento pode resultar, portanto, em trés maneiras
distintas de acdo para a protecdo contra uma infeccdo: producdo de grande
quantidade de proteinas do complemento ativadas que se ligam ao patégeno,
opsonizando-o, para que seja internalizado pelos fagocitos portadores de receptores
para o complemento; quimioatracdo e ativacdo de mais células fagocitarias ao sitio
de acdo do complemento, e, por ultimo, os danos as membranas celulares devido a

formacao de poros pelas proteinas do complemento (SUZUKI et al., 2008).

2.4 Ativacao de macréfagos

Mondcitos e macréfagos sdo células especializadas na fagocitose de
microrganismos e particulas 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-qa, IL-10 e TGF-B que desencadeiam
processos essenciais da resposta imune, ativando células endoteliais e células de
defesa, inclusive outras células mononucleadas (DALE et al., 2008). A ativacdo de

monocitos e de macréfagos residentes resulta na fagocitose, sendo que a
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capacidade fagocitaria dos mesmos depende de uma precisa regulacdo das
citocinas no organismo (DALE et al., 2008; LINGNAU et al., 2007).

Denomina-se fagocitose o processo de ligacdo e reconhecimento do
patogeno (particulas, bactérias e células apoptoticas) por receptores de superficie
celular das células fagocitarias e posterior internalizacdo em vesiculas seguida pela
sua destruicdo (ADEREM; UNDERHILL, 1999; BILITWISKI, 2008; LINGNAU et al.,
2007). Diferentes receptores sdo responsaveis pela fagocitose mediada pelos
monaocitos e macrofagos (DELVES; ROITT, 2000; LINGNAU et al., 2007). Existem
receptores que reconhecem padroes de motivos estruturalmente semelhantes em
diferentes moléculas, discriminando entre o préprio e 0 n&o-proprio. Estes
receptores sao as lectinas ligadoras de manose. Um segundo grupo de receptores
de fagoécitos abrange os receptores de varredura, que possuem uma grande
variedade de ligantes (bactérias, particulas ndo opsonizadas e lipoproteinas
modificadas) (HAMILTON et al., 2008). Receptores de mondcitos e macréfagos que
reconhecem moléculas do Complemento e a por¢cédo Fc dos anticorpos também sao
capazes de mediar a fagocitose (DELVES; ROITT, 2000)

Durante a resposta imune, os macrofagos sédo ativados para combater
patégenos, particulas ou células apoptoticas. Nessas situacdes eles podem
diferenciar-se de acordo com a ativacdo. A ativacéo classica dos macrofagos resulta
em células com capacidade de producdo de grandes quantidades de espécies
reativas de oxigénio (EROs) para o combate de patdgenos intracelulares e
apresentacao de antigenos. Macrofagos ativados pela via classica sdo capazes de
secretar uma variedade de citocinas pro-inflamatorias: TNF-a, IL-183, IL-12, IL-18. Na
ativacdo alternativa dos macrofagos ha grande producdo de IL-10, TGF-f e
arginase-1 para combater patdgenos extracelulares e para o reparo tecidual
podendo agravar processos fibroticos (DALEY et al., 2009; FAIRWEATHER et al.,
2009; FLAVELL et al., 2010; XU et al., 2006).

As citocinas sao proteinas solluveis de baixo peso molecular produzidas por
varios tipos celulares e auxiliam na resposta imune recrutando e ativando células
imunes, estimulando a producdo de radicais livres e de outras proteinas
inflamatodrias. S8o essenciais para a integracdo na resposta imune. Dentre 0s
diversos tipos de citocinas, TNF-a, IL-1(3, IL-10, IL-6 e TGF-B sédo produzidas por

macrofagos 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 producgéao e
acao dessas citocinas pode ser observado na tabela 1.

Como citado anteriormente, uma importante habilidade dos macrofagos é
produzir citocinas proé-inflamatoérias e antiinflamatorias. O balanco desses dois tipos
de citocinas define a resposta imune que sera gerada (CHUNG et al., 2006).

O TNF-a é produzido principalmente por mondcitos, fibroblastos e células
endoteliais. Macrofagos, linfocitos T e B, células musculares lisas, eosinofilos,
condrécitos e osteoblastos também produzem essa citocina apés estimulacéo.
Devido a sua acao proé-inflamatoria e pro-oxidativa, o TNF-a pode complicar diversas
doencas tais como psoriase, artrite reumatoide e desordens pulmonares. O TNF-a &
capaz de estimular a producéo de EROs, in vitro e in vivo. Além disso, ele também é
responsavel pela produgcdo de outras moléculas  proé-inflamatorias
(MUKHOPADHYAY et al., 2006).

A IL-1 é uma citocina pro-inflamatdria importante na ativacdo de macréfagos e
células T e no estimulo da producéo de citocinas quimiotaticas para o recrutamento
de células imunes. Atuando, por exemplo, na atracédo de neutrofilos pelo estimulo da
producdo de IL-8 e PAF (fator ativador de plaguetas) (DELVES e ROITT, 2000;
GOODMAN et al., 2003; WAGNER; ROTH, 2000).

A IL-6 esté envolvida na diferenciagdo de mondcitos em macrofagos, aumento
da expressdao de MCP-1 para o recrutamento de mondcitos e de IL-8 para o
recrutamento de neutrofilos. Essa citocina também € responsavel pela reducédo da
producdo de IL-1B e TNF-a (KAPLANSKI et al., 2003). A citocina TGF-B é muito
estudada devido as suas caracteristicas de estimular a fagocitose de células em
apoptose e inibir a producéo de citocinas pro-inflamatoérias, de 6xido nitrico e de ion
superéxido, reduzindo a inflamacdo e prevenindo o desenvolvimento de
imunopatologias (LI et al., 2006).

Durante o processo de reparo tecidual, o TGF- € importante na inflamacéao,
angiogénese e reepitelizacdo. Ele também é responsavel por facilitar o recrutamento
de células inflamatdrias, aumentar a acdo de fagocitose de restos celulares pelos
macréfagos e desativar a producdo de EROs dessas células, protegendo os tecidos
nao afetados (BARRIENTOS et al., 2008).

Além de apresentar atividade antiinflamatoéria, o TGF-3 exerce uma acéo pro-
fibrética, estando envolvido na producéo de colageno, por isso os macréfagos tém

sido associados a processos de fibrose no pulméo, rim, figado e em outros 6rgaos
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(BARRIENTOS et al., 2008; NACU et al., 2008). Fibrose € o excesso de deposi¢ao
de matriz extracelular, inclusive colageno, resultante de reac¢fes inflamatorias
cronicas induzidas por infeccbes persistentes, reacfes auto-imunes, respostas
alérgicas, dentre outras (WYNN, 2008).

O TGF-B é responsavel pelo recrutamento de mondcitos para o local da
inflamac&o por multiplos mecanismos: age como quimiotrativo, induz expressédo de
moléculas de adesdo como a LFA-1 e o receptor de fibronectina nos mondcitos e
induz producdo de metaloproteinases da matriz para a dissolucdo de membranas
vasculares, facilitando a transmigracdo. Os mondcitos diferenciam-se em
macrofagos com o auxilio do TGF-, aumentando a resposta inflamatoria e retirada
de restos celulares. O TGF-B também pode estimular a IL-6 em mondcitos, mas
quando eles se diferenciam em macrofagos, ele atua fundamentalmente como
inibidor dessa citocina (BARRIENTOS et al., 2008; LI et al., 2006).

A IL-10 é produzida por macréfagos, células dendriticas, linfécitos B e T
dentre outras, geralmente atua como wuma citocina antinflamatoria e
imunossupressiva, diminuindo a inflamacéo crénica e inibindo a fibrose (WYNN,
2008). Ela é capaz de inibir as funcdes de células Thl, células NK, mondcitos e
macréfagos, inclusive a sintese de citocinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-6, IL-12, IL-18
e TNF-a), quimiocinas (MCP1, MCP5, IL-8, MIP-2) e a producdo de 6xido nitrico.
Sendo assim, a IL-10 é capaz de restringir a resposta inflamatéria (COUPER et al.,
2008; ZHANG, et al., 2010). Embora a IL-10 seja uma citocina antiinflamatoria e
imunosupressiva, ela é responsavel por aumentar a fagocitose mediada por

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

Citocina Fonte Acao
IL-1B Macrofagos Ativacao de células T
Células Ativacdo de macrofagos
epiteliais Promocao da inflamacéo
Quimiotaxia de neutréfilos
IL-6 Macréfagos Ativacao de linfocitos
Células Th2 Diferenciacéo de células B e de mondcitos
Células Aumento da queima oxidativa
epiteliais Reducao da producéo de IL-13 e TNF-a
Producéo de proteinas de fase aguda
IL-10 Macrofagos Imunossupressiva e antiinflamataéria
Células T Inibicdo de células Thl, Células NK, mondcitos e macrofagos
Células B Inibicdo da sintese de citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas
e de oOxido nitrico.
TNF-a Mondcitos Promocéao da inflamacéo e oxidacdo
Macrofagos Ativacao do endotélio
Células NK Ativacéo do fator de transcricdo NFk(
Células T
Células B
Mastocitos
Fibroblastos
Células
endoteliais
TGF-B Mondcitos Atracdo de monadcitos
Macrofagos Diferenciacdo de mondcitos em macréfagos
Mastocitos Imunossupressao
Células B Producéo de colageno
Células T Estimulo da fagocitose de restos celulares

Inibicdo da producéo de EROs
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2.5 Acado das nanoparticulas sobre o Sistema imunitd  rio

A atuacdo do complemento e a producdo de citocinas sdo eventos da
imunidade inata que auxiliam na compreensdo dos fendmenos ocasionados pelas
nanoparticulas sobre o sistema imunitario, que podem ser induzidos por diferentes
nanoparticulas e coberturas (CHEN et al., 2006; GOMEZ et al., 2006).

O sucesso da aplicacdo de nanoparticulas de oxido de ferro depende da
inexisténcia de graves efeitos imunoldgicos; uma vez que, ao serem administradas
intravenosamente, as nanoparticulas encontram um ambiente complexo com
proteinas plasmaticas e células do sistema imunitario, podendo ser internalizadas
por células fagocitarias (DOBROVOLSKAIA et al., 2008). Estudos demonstram que
véarios tipos de nanoparticulas magnéticas ndo afetam de forma significativa o
sistema imunitario. A marcacdo de macrofagos com nanoparticulas de 6xido de ferro
superparamagnéticas associadas a sulfato de protamina, por exemplo, ndo afeta a
sua morfologia, a sua capacidade de diferenciacdo, a expressao de proteinas de
superficie, a migracdo, a producdo de citocinas e a modulacdo da atividade de
outras células; mesmo exibindo alta internalizagdo de nanoparticulas por receptores
de varredura (JANIC et al.,, 2008). Observa-se também que a auséncia de
citotoxicidade pode vir acompanhada de normalidade nas atividades dos mondcitos,
uma vez que ndo h4 producéo de IL-1 e IL-6 ou alteragdo do padrédo de migracdo na
internalizacdo de nanoparticulas superparamagnéticas recobertas com dextran
(ENGBERINK et al., 2007).

Em contrapartida, nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro denominadas
Ferucarbotran podem ser internalizadas por macréfagos sem causar morte celular,
mas alterando algumas de suas fun¢cées com maior producéo de citocinas (TNF-a),
mudanca nos eventos de migracdo e com aumento da producdo de Oxido nitrico
(HSIAO et al., 2008). Outras nanoparticulas magnéticas de magnetita, em pequenas
doses, levam a altera¢des no sistema imunitario, com aumento na producéo de IL-1,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y, TNF-a, e TGF-B no sangue de animais tratados,
induzindo uma resposta inflamatéria que pode ser acompanhada da producdo de
proteinas 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 nanoparticulas magnéticas sdo bem toleradas pelo
organismo, porém a administracdo intravenosa pode levar a efeitos biologicos que
devem ser considerados. Ao atingirem a corrente sanguinea, as nanoparticulas sao
recobertas por componentes do sangue, como proteinas plasmaticas, formando uma
camada complexa e variavel. Certos componentes dessa camada sdo denominados
opsoninas, pois aumentam a internalizagdo do material. A opsonizacdo leva ao
reconhecimento das particulas pelo sistema de defesa do corpo composto por
células especializadas na fagocitose (AGGARWAL et al., 2009; BERRY; CURTIS,
2003).

A camada de proteinas que recobre as nanoparticulas produz uma assinatura
qgue é reconhecida pelo sistema imunitario determinando a internalizacéo, a rota de
distribuicdo nos 6rgaos e a remocao do organismo. Em geral, quanto maior a razao
area superficial/volume, mais proteinas ligam-se as nanoparticulas. Assim, particulas
menores, proporcionalmente, apresentam maior interacdo com as proteinas
plasmaticas. A caracterizacdo das proteinas também é importante para entender a
farmacocinética e famarcodinamica das nanoparticulas e depende ndo apenas do
tipo de cobertura, mas também do tamanho, da forma, da carga e dos ligantes da
superficie, da solubilidade e da via de administracdo (AGGARWAL et al., 2009;
ALEXIS et al., 2008).

O mecanismo de adsorcdo das proteinas ainda é pouco compreendido, €
provavel que proteinas em altas concentracfes no plasma inicialmente ocupem a
superficie, porém posteriormente sejam substituidas por proteinas em menores
concentracdes e de maior afinidade em um processo denominado efeito de Vroman.
Esse efeito € importante para determinar a biodistribuicdo das nanoparticulas no
organismo. De forma geral, inicialmente a albumina € a primeira a se ligar, seguida
de fibrinogénio e de apolipoproteinas. Proteinas do complemento e IgG também se
ligam em maior quantidade apos periodos mais longos (AGGARWAL et al., 2009).

Algumas proteinas podem afetar diretamente a internalizacdo das
nanoparticulas e sua biodistribuicdo, pois sdo reconhecidas pelos macréfagos e
rapidamente removidas pelo sistema reticulo endotelial, € o caso das proteinas do
sistema complemento e o fibrinogénio (AGGARWAL et al., 2009).

A composicao e a superficie quimica das nanoparticulas alteram a identidade
e gquantidade de proteinas adsorvidas, assim a adsorcdo de proteinas do

complemento depende das caracteristicas da superficie das nanoparticulas como o
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tipo de polimero utilizado na cobertura, seu tamanho, densidade, configuracdo de
superficie e acessibilidade dos grupos reativos. Sabe-se, por exemplo, que
particulas com superficie carregada ativam o complemento mais eficientemente do
que particulas neutras. (DOBROVOLSKAIA et al., 2008; HARASHIMA et al., 1998;
MULLER et al., 2006). Particulas neutras apresentam menor opsonizacdo que as
carregadas e particulas hidrofébicas sdo opsonizadas de forma mais eficiente e
rapidamente internalizadas e removidas da circulagdo em comparagdo com as
hidrofilicas, que resistem a esse processo e sao removidas mais lentamente; além
disso, a composicéo e quantidade de proteinas que ligam séo diferentes. O tamanho
e a forma influenciam principalmente na quantidade de proteinas que se ligam e néo
na identidade das mesmas (AGGARWAL et al., 2009; ALEXIS et al., 2009; BERRY;
CURTIS, 2003).

O éxito da aplicagdo de nanoparticulas depende da permanéncia na
circulacdo sanguinea por um tempo suficiente para que elas alcancem o sitio de
interesse, como tumores e tecidos inflamados. Entretanto, como podem ser
prontamente removidas da circulacdo, estratégias que reduzam esse evento devem
ser adotadas. A cobertura desses materiais com polimeros hidrofilicos aumenta sua
meia-vida no sangue. Nanoparticulas recobertas com polietilenoglicol (PEG) em alta
densidade, por exemplo, exibem padrées de adsor¢cdo de proteinas diferenciados,
proporcionando uma menor adsor¢cdo de opsoninas e, consequentemente, uma
menor fagocitose pelas células do Sistema Imunitario, resultando em maior tempo
de circulagdo das nanoparticulas no sangue (GAUCHER et al., 2008). O PEG reduz
a ativacdo do complemento, pois coberturas densas desse polimero ocasionam
impedimento estérico que previne a opsonizacdo e, portanto, a subsequente
internalizacado por macrofagos (MOSQUEIRA et al., 2001). Além do PEG, outras
coberturas evitam a opsonizacdo: oOxido de polietileno, poloxdmeros e dextran
(AGGARWAL et al., 2009 BERRY; CURTIS, 2003).

Até mesmo nanoparticulas recobertas com polimeros com caracteristicas
semelhantes podem resultar em respostas completamente distintas, como acontece
com o poli-vinil pirrolidona (PVP). O PVP é um polimero hidrofilico assim como o
PEG, contudo estudos demonstraram que, ao contrario do PEG, o PVP ativa a
fagocitose pela grande adsorcdo de opsoninas do sistema complemento e IgG a
superficie da nanoparticula (GAUCHER et al., 2008).
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Reduzir o tamanho das particulas também ajuda a diminuir a opsonizacao e
internalizacdo das nanoparticulas (AGGARWAL et al., 2009; BERRY; CURTIS,
2003). Observa-se que a internalizacéo de particulas de 6xido de ferro depende do
tamanho. Em geral, apos a administracdo, particulas com mais de 200 nm séao
captadas pelo baco e removidas por fagocitose, resultando em um tempo de
circulacdo curto no sangue. Ja particulas muito pequenas, menores que 10 nm,
podem ser rapidamente removidas pelos rins. Assim, o tamanho ideal das
nanoparticulas de oxido de ferro para um tempo prolongado na circulacado sanguinea
seria de 10 -100 nm (LAURENT et al., 2008).

A maneira pela qual as nanoparticulas ativam o complemento também pode
ser dependente do modelo biologico utilizado. Nanoparticulas lipidicas carregadas
negativamente, por exemplo, ativam o complemento em humanos e porcos da india
pela via classica. Por outro lado, os carregados positivamente, ativam o
Complemento pela via alternativa. Ja em ratos, tanto os lipossomas carregados
negativamente quanto os carregados positivamente ativam o Sistema Complemento
pela via classica (HARASHIMA et al., 1998).

O soro sanguineo é bastante complexo e possui diversas proteinas que
podem atuar como opsoninas, adsorvendo na parede das nanoparticulas e
tornando-as alvo da internalizacdo por macréfagos; 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 nanoparticulas mais
hidrofilicas, uma vez que a adsorcdo de proteinas decorre principalmente das
interacdes hidrofébicas entre as nanoparticulas e as opsoninas, embora interagfes
eletrostaticas também possam contribuir (EHRENBERG et al., 2009; OGAWARA et
al., 1999). A albumina é o principal componente protéico do soro, 0 que sugere que
a atividade de inibicdo da fagocitose pode estar relacionada a ela ou a outras
proteinas que atuem da mesma maneira (OGAWARA et al.,, 1999). Assim, a
internalizacdo de nanoparticulas depende tanto das opsoninas quanto de proteinas
que possuem o efeito contrario, como a albumina, denominadas desopsoninas. Ou
seja, a internalizacdo depende do balanco entre opsoninas e desopsoninas
adsorvidas na superficie das nanoparticulas (EHRENBERG et al., 2009; GAUCHER
et al., 2008; OGAWARA et al., 1999).

Estudos acerca de certos tipos de nanoparticulas superparamagnéticas

demonstram que o reduzido tamanho e a cobertura densa previnem a opsonizagéo
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das mesmas. Além disso, nanoparticulas de Oxido de ferro superparamagnéticas
(SPIO) tém sua internalizacdo aumentada pela adsorcéo de IgG do soro. Tendo em
vista esse fato, esses estudos propuseram a ocorréncia de uma ligacdo covalente de
IgG as nanoparticulas. Além disso, verificou-se que a ligacédo covalente de albumina
também levava a um aumento na internalizagdo. A ligacdo covalente do IgG e da
albumina permite, portanto, utilizar os macréfagos como importantes veiculos para
agentes de contraste em diagndsticos e em terapias (BEDUNEAU et al., 2009;
CHEN et al., 2008).

Ainda se discute os beneficios e desvantagens da ligacdo de proteinas, uma
vez que elas podem direcionar as nanoparticulas para determinadas areas do corpo.
Por exemplo, a ligacdo de certas apolipoproteinas distribui as nanoparticulas atraves
da barreira hematoencefalica. Em contrapartida, a ligacdo de outras proteinas
acarreta rapida captura pelo baco e figado diminuindo a circulacéo e retencédo dentro
do corpo (AGGARWAL et al., 2009).

Embora a internalizacdo das nanoparticulas possa beneficiar alguns
tratamentos especificos, em outros casos € importante evitar essa acao para permitir
que as nanoparticulas permanegam longos periodos no sangue, cheguem a seus
sitios especificos e ndo causem reagdes inflamatérias (BEDUNEAU et al., 2009;
EHRENBERG et al., 2009; GAUCHER et al., 2008). Buscando essas aplicacoes,
MULLER et al. (2007) comprovaram a auséncia de efeitos sobre o Sistema
Imunitario, in vitro, de nanoparticulas magnéticas compostas por magnetita
monocristalina recoberta com dextran de baixa massa molecular.

Cada tipo de nanoparticula deve ser avaliada como um caso Unico. Embora
muitos estudos mostrem que coberturas de maior massa molecular provoquem
menor internalizacdo (BEDUNEAU et al., 2009; CHEN et al., 2008; EHRENBERG et
al., 2009; GAUCHER et al., 2008). MULLER et al. (2007) demonstraram que
nanoparticulas recobertas com dextran de baixa massa molecular ativam menos
eficientemente o Sistema Imunitario. JA BEDUNEAU et al. (2009) demonstraram que
nanoparticulas ligadas covalentemente a albumina aumentam a internalizacao,
embora muitos estudos demonstrem que a albumina atue como uma desopsonina,
inibindo a internalizacdo de nanoparticulas e lipossomos (HARASHIMA et al.; 1998;
OGAWARA et al., 1999). Portanto, €& preciso avaliar cuidadosamente as
nanoparticulas empregadas, sendo possivel modificar a superficie das mesmas para

torna-las mais eficientes ao tratamento ou diagnéstico pretendido.
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2.6 Acdo do FM-DMSA sobre o Sistema Imunitério

Inicialmente, estudos acerca do FM-DMSA (fluido magnético composto por
nanoparticulas magnéticas recobertas com &cido-2,3-dimercaptosuccinico),
demonstraram por meio de microscopia de luz e ressonancia magnética uma
distribuicdo preferencial para o pulmdo algumas horas apd6s sua administracéo
endovenosa em camundongos (CHAVES et al., 2002). Uma vez no pulméao,
observou-se que o FM-DMSA provocou um processo inflamatério moderado, com
migracao transendotelial dos leucdcitos para o parénquima pulmonar (AZEVEDO et
al., 2004; CHAVES et al., 2002). Posteriormente, CHAVES et al. (2005) observaram,
por imunocitoquimica, que este processo inflamatério era acompanhado por um
aumento da citocina IL-1.

GARCIA et al. (2005) avaliaram os efeitos do FM-DMSA por um periodo de
até 90 dias, em camundongos, apés a sua administracdo endovenosa. Constatou-se
que o fluido induz uma migracdo dos leucdcitos, estes alcancam o parénquima
pulmonar e o epitélio de brénquios e alvéolos.

VALOIS et al. (2009) observaram que essa migracao ocorre no pulméo apés
4 e 12 horas da administragéo intravenosa de FM-DMSA em camundongos, com
poucos danos a esse oOrgdo. Além disso, esse estudo demonstrou, por
imunofluorescéncia, que o FM-DMSA induz o aumento da expressao de algumas
moléculas de adesao tais como o antigeno macrofagico-1 (Mac-1), uma integrina 3,
também denominada de CD11b/CD18, em sitios pébs-capilares e na
microvascularizacdo pulmonar. Recentemente, estudos com o FM-DMSA
constataram a presenca do mesmo, apds administracdo intravenosa em macacos
Cebus apella, em diferentes sitios tais como o tecido pulmonar, hepatico, renal e
esplénico, revelando que a remocdo do FM-DMSA pode ocorrer pelo sistema
hepatobiliar, pelos rins e pelas vias aéreas superiores. Além disso, verificou-se a
presenca de nanoparticulas no interior de alguns tipos celulares, inclusive
macrofagos e mondcitos (MONGE-FUENTES, 2009).

VALOIS et al. (2010), por meio de ensaios de citometria de fluxo, identificaram
0s macrofagos e mondcitos como as principais células envolvidas na migracéo
transendotelial no pulméo apos a administracdo intravenosa, em camundongos, de

FM-DMSA. Também se observou, por microscopia eletrbnica de transmissao, a
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presenca de nanoparticulas magnéticas nos macrofagos do lavado bronco-alveolar.
Além disso, a auséncia de citotoxicidade do FM-DMSA aos macréfagos foi
constatada in vitro por meio de ensaios de viabilidade celular. Esse mesmo trabalho,
mostrou o aumento da expressao de mRNA de moléculas de adesao envolvidas na
migracdo de leucécitos no pulmdo de camundongos, inclusive da Mac-1,
confirmando estudos anteriores; sendo esses aumentos acompanhados pelo
acréscimo da producdo de TNF-a e IL-10. Somando-se a esses resultados,
experimentos com animais knockout para integrina B, confirmaram que a migracao
dos macrofagos induzida pelo FM-DMSA é dependente da expressdo dessas
moléculas de adesdo, uma vez que a migragdo foi completamente suprimida nesses
animais knockout (VALOIS et al., 2010).

Conforme vem sendo demonstrado por diversos estudos, o FM-DMSA é
responsavel por estimular eventos relacionados a resposta inflamatdria; entretanto a
maneira como ele atua sobre os componentes do sistema imunitario ainda é
desconhecida, sendo importante essa caracterizacdo para determinar as possiveis
aplicacoes biomédicas do mesmo ou para alterar suas propriedades a fim de

alcancar uma aplicabilidade especifica para essas nanoparticulas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar os efeitos das nanoparticulas magnéticas de maguemita
recobertas com acido 2,3-dimercaptosuccinico (FM-DMSA), na presenca de BSA ou
soro de camundongo, na atividade de macrofagos peritoneais e alveolares murinos,

em cultura primaria.

3.2 Objetivos especificos

a) Determinar meios de dispersdes nos quais as nanoparticulas permanecam

estaveis para utilizacdo em cultura de células;

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

c) Quantificar a internalizacdo das nanoparticulas por macréfagos alveolares e

peritoneais murinos;

d) Avaliar a producdo de citocinas por macréfagos alveolares e peritoneais

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

4.1 Fluido Magnético

Fluido magnético contendo nanoparticulas magnéticas de maguemita
recobertas com DMSA (figura 4), em meio aquoso com 0,9% de NaCl e pH
fisiologico (7,2-7,4), foi produzido e cedido pela Profa. Dra. Emilia Lima, do
Laboratorio de Quimica da Universidade de Goias. O fluido magnético contém
6,5x10'® nanoparticulas/mL com diametro médio de 5,3 nm (determinado por

difracéo de raio-x) e uma concentracao de ferro de 18,7 mg/mL.

Para a obtencdo do FM-DMSA, soluc¢des aquosas de cloreto férrico e cloreto
ferroso foram misturadas em uma proporgdo molar de 2:1 com solugcdo aquosa de
amoOnia concentrada, em uma agitacdo vigorosa. Em seguida, adicionou-se uma
solucdo de DMSA (0,3 mol/L) em uma razdo molar DMSA/Fe de 11%. O NaCl foi
adicionado a suspensdao para alcangar uma concentragdo salina de 0,9% (p/v). O pH
foi ajustado para 7,2-7,4.
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Figura 4. Representacdo esquematica do FM-DMSA.

Fonte: VALOIS et al., 2009.
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Foram utilizados camundongos Swiss, machos, pesando entre 30 e 40 g, e de

aproximadamente 12 semanas de vida, com aprovagdo do Comité de Etica no Uso

Animal, Instituto de Ciéncias Biolégicas, UnB. Os animais foram fornecidos pelo

Centro Multidisciplinar para Investigacéo Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais

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

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

condi¢gbes de temperatura, iluminacdo e higiene controladas e com o fornecimento

de &gua e racgdo ad libitum.

4.3 Reagentes

Tabela 2. Lista de reagentes.

Reagentes

Fabricante

Acetato de amonio

Acido ascérbico

Acido cloridrico

Albumina sérica bovina

Alcool anidro hidratado 99,3°

Bicarbonato de sddio (NaHCO3)

Cloreto de amdnio (NH,4CI)

Cloreto de sodio (NacCl)

Cloridrato de cetamina

Lafan Quimica Fina LTDA, BRA

Sigma-Aldrich Co., EUA

Vetec Quimica Fina Ltda., BRA

Sigma-Aldrich Co., EUA

Zulu, BRA

Sigma-Aldrich Co., EUA

Sigma-Aldrich Co., EUA

Vetec Quimica Fina Ltda., BRA

Rhobifarma Industria Farmacéutica Ltda., BRA
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Dodecil sulfato de sddio (SDS) ICN Biomedicals Inc., USA
DMSO Mallinckrodt Chemical Inc., USA
EDTA dissddico (Na,EDTA) Sigma-Aldrich Co., EUA
Ferrozine Labtest Diagnédstica SA, BRA
Kits de ELISA EBioscience, EUA

MTT Invitrogen, EUA

PBS Laborclin Produtos para Laboratorio Ltda., BRA
Penicilina/estreptomicina GIBCO, EUA

Poli-L-lisina Sigma-Aldrich Co., EUA
RPMI-1640 GIBCO, EUA

Rompum® Bayer SA, BRA

Soro fetal bovino (SFB) GIBCO, EUA

Tripsina/EDTA GIBICO, EUA

4.4 Determinacdo do didmetro hidrodinAmico das nano  particulas de

maguemita recobertas com DMSA

A determinagcdo do didmetro hidrodindmico médio das nanoparticulas
recobertas com DMSA foi necessaria a fim de alcancar uma estabilidade similar para
as nanoparticulas diluidas tanto em meio RPMI-1640 com BSA quanto em meio

RPMI-1640 com soro de camundongo.
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As nanoparticulas da amostra de FM-DMSA estavam dispersas em solucdo
aquosa com pH fisiolégico. Nessas condicdes, elas sdo estaveis e assumem um
diametro hidrodindmico que representa essa estabilidade. Assim, para impedir a
perda da estabilidade dessas nanoparticulas quando adicionadas ao meio RPMI-
1640 foi preciso avaliar em quais concentracdes de soro de camundongo e BSA
essas nanoparticulas assumem um valor de diametro hidrodindmico préximo ao das
nanoparticulas suspensas na solucdo aquosa original.

Solucbes de RPMI-1640 com diferentes concentracdes de BSA ou de soro de
camundongo foram preparadas com pH 7,4. A adicdo do fluido magnético foi
realizada imediatamente antes do inicio das andlises. Ao adicionar-se o FM-DMSA,
a solucéao foi agitada para garantir a homogeneidade da mistura do FM-DMSA com a
solucéo de meio RPMI-1640.

As concentracbes de BSA avaliadas no meio RPMI-1640 foram de 1,0%;
1,5%; 2,0%; 2,5% e 3,0%. As concentracbes de soro de camundongo foram de
2,5%; 3,0%; 3,5%; 4,5%; 5,0% e 6,0%. Elas foram escolhidas, pois concentracdes
muito abaixo delas ndo sado suficientes para reduzir o diametro hidrodinamico das
nanoparticulas. As medidas foram realizadas para concentracdes de ferro do FM-
DMSA de 0,03 mg/mL e 0,06 mg/mL, que correspondem a altas concentracdes de
ferro, testadas in vitro por outros estudos, mas que nao apresentaram citotoxicidade
para macréfagos em condi¢cdes experimentais diferentes das nanoparticulas do
presente estudo (VALOIS et al., 2010). O diametro hidrodinamico da amostra de FM-
DMSA original contendo nanoparticulas em suspensdo aquosa também foi
determinado. Foram preparadas duas amostras para cada solucéo, sendo a leituras
de cada uma delas realizada em triplicata.

Para a determinacdo do diametro hidrodinamico, um mililitro de cada uma das
solugbes foi transferido para uma cubeta de poliestireno e a determinacdo do
tamanho das particulas foi realizada por espalhamento dindmico de luz no aparelho
ZetaSizer (Nano ZS, Malvern Instruments Ltd., UK), no Laboratério de Quimica da
Universidade de Goiania. O software utilizado foi o DTS nano, verséo 4.20, fornecido
pelo fabricante Malvern. Os resultados foram expressos como o diametro
hidrodindmico médio das nanoparticulas em suspensao para cada solugéo avaliada.
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4.5 Ensaio de sedimentacdo das nanoparticulas magné ticas de maguemita
recobertas com DMSA

Para avaliar a estabilidade das nanoparticulas, dispersas em diferentes
solugdes, realizou-se um ensaio de sedimentacéo que consistiu na determinacao da
absorbancia a 450 nm, por 150min, das nanoparticulas de maguemita recobertas
com DMSA em meio RPMI-1640 puro ou em RPMI-1640 na presenca de BSA ou
soro de camundongo (ALLOUNI et. al., 2009; CHEN et al., 2008)

As concentragdes de soro e BSA utilizadas para cada uma das concentragdes
de ferro foram escolhidas de acordo com a determinacédo do diametro hidrodinamico
realizada previamente. As concentracfes escolhidas foram aquelas nas quais 0s
didmetros  hidrodindmicos das nanoparticulas magnéticas ndo diferiam
significativamente entre si e entre a suspensdo aquosa original de nanoparticulas.
Assim, para a concentracdo de ferro de 0,03 mg/mL, as nanoparticulas foram
dispersas em meio RPMI-1640 com 2,5% de BSA ou com 4,5% de soro de
camundongo. Ja para a concentragdo de ferro de 0,06 mg/mL, as nanoparticulas
foram dispersas em meio RPMI-1640 com 1,5% de BSA ou com 4,5% de soro.

O ensaio de sedimentacao foi realizado em diferentes tempos (30, 60, 90, 120
e 150 minutos), levando-se em consideracao que o tempo de incubacéo das células
com o FM-DMSA para avaliar a fagocitose das nanoparticulas é de duas horas. O
ensaio de sedimentacdo também foi realizado para as nanoparticulas dispersas
somente em RPMI-1640, pois é esperado que neste meio ocorra sedimentacdo das
nanoparticulas.

As solucbes de meio RPMI-1640 com BSA ou soro de camundongo foram
preparadas com pH 7,4 e antecedéncia de, no maximo, uma semana.
Imediatamente apds a adicdo do FM-DMSA as diferentes solu¢cdes de RPMI-1640,
elas foram vigorosamente agitadas e as leituras da absorbéancia realizadas a 450 nm
das amostras, em intervalos de 30 minutos, retirando-se amostras da superficie das
solucdes até completar a duracao total de 2h30.

Foram realizados trés ensaios, de forma independente, para confirmagéo dos
resultados, sendo que a absorbancia de cada uma das amostras avaliadas foi

determinada em triplicata.
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Com os resultados obtidos nesse ensaio ndo foi possivel a comparacao da
sedimentacdo entre 0s grupos experimentais, pois as solu¢des possuem diferencas
em suas composi¢cdes que podem interferir nos valores de absorbancia obtidos
pelas interacbes com as nanoparticulas presentes no meio. Assim, a comparacao
das diferencas de absorbancia foi feita entre os tempos dentro de um mesmo grupo

experimental.

4.6 Obtencéo do soro e de macrofagos alveolares

Para a obtencdo do soro de camundongo e dos macréfagos alveolares os
animais foram anestesiados. Apds a anestesia intraperitoneal, executou-se em um
grupo de animais a puncgdo cardiaca para retirada do sangue e em outro grupo a

perfusdo cardiaca 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% (1uL/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 cabeca em uma posi¢ao inferior ao restante do corpo. Em
seguida, desinfetou-se com alcool 70% o local da injecdo, que foi administrada no
quadrante posterior esquerdo da cavidade peritoneal em uma posicéo lateral a linha
média do corpo do animal. Para tanto, utilizou-se uma seringa de 1 mL posicionada
em um angulo 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 a parede abdominal, para evitar a perfuragcdo das visceras e
hemorragia. Primeiramente administrou-se 0 anestésico geral cetamina e, aos

primeiros sinais da anestesia, administrou-se o relaxante muscular Rompum®.
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4.6.2 Puncéo cardiaca para obtenc¢ao do soro dos camundong 0s

Imediatamente apds a anestesia, com o animal em decubito dorsal sobre a
mesa cirurgica, realizou-se a puncao cardiaca para obtencdo do sangue do animal.
Assim, inseriu-se a agulha de 1 mL na parte mediana do animal exatamente abaixo
do esterno. Ao encontrar o coracao, iniciou-se a coleta do sangue. Imediatamente
ap0s a coleta, as amostras de sangue foram cuidadosamente depositadas em
microtubos de polipropileno. Seguiu-se, entédo, a centrifugacdo dessas amostras a
1000xg, por 15 minutos, a 4CT. Apds a centrifugacdo, o soro foi coletado,
esterilizado com filtro de 0,22 um na camara de fluxo laminar e armazenado a -80C

até o momento do uso.

4.6.3 Perfusao cardiaca

A perfusdo cardiaca possibilita a lavagem do sistema circulatério pulmonar,
para posterior aquisicdo do lavado bronco-alveolar com reduzida contaminacéo por
células sanguineas.

Apés a anestesia, os animais foram posicionados em decubito dorsal sobre a
mesa cirdrgica. Realizou-se incisdo longitudinal mediana abdominal, seguida pela
ruptura do diafragma e remocédo do esterno e costelas. Em seguida, introduziu-se o
escalpe no ventriculo direito do coracdo e iniciou-se a perfusdo com solucdo de
cloreto de sodio a 0,9%. Imediatamente ap6s o inicio da perfuséo, realizou-se
incisdo no atrio esquerdo do coracdo, permitindo a exsanguinagédo do animal, que foi

realizada por 5 minutos, sob presséo constante de 3Ibf/pol®.

4.6.4 Lavagem bronco-alveolar

A lavagem bronco-alveolar foi realizada para obtencdo dos leucdcitos

presentes nas vias aéreas respiratdrias. Imediatamente apds a perfusao cardiaca, a
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traguéia do animal foi exposta e realizou-se pequena incisdo na regido mediana da
mesma. Em seguida, inseriu-se um cateter acoplado a uma seringa de 1 mL no
orificio 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 4C até o momen to do uso.

4.7 Obtencao de macrofagos peritoneais

Para a obtencdo dos macréfagos 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 obtencéo dos leucdcitos presentes na
cavidade peritoneal dos camundongos. Imediatamente apds o deslocamento
cervical, realizou-se incisdo longitudinal mediana abdominal na pele dos animais,
sem perfurar o peritdbnio. Em seguida, com uma seringa de 1 mL inserida na
cavidade peritoneal, evitando-se a perfuracdo das visceras, foram administrados 4
mL de PBS estéril para a lavagem. Posteriormente, seguiu-se uma massagem na
regido abdominal do animal, por 1 minuto. Apés esse periodo, foi realizada incisdo
longitudinal mediana abdominal no peritdnio dos animais, por onde se inseriu uma
pipeta Pasteur para remocéao do lavado peritoneal. As lavagens provenientes de dois
animais foram armazenadas no mesmo recipiente (tubo de polipropileno estéril) e

mantidas a 4C até o momento do uso.

4.8 Cultura primaria dos macrofagos dos lavados bro nco-alveolar e peritoneal

Apés a realizacdo da lavagem bronco-alveolar ou da lavagem peritoneal, a
suspensao de células foi centrifugada a 400xg, por 5 minutos e a 4C. Em seguida,
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na camara de fluxo laminar, o sobrenadante foi descartado, o precipitado foi
ressuspendido em 1 mL de solucéo de lise de hemacias com pH entre 7,2 e 7,4
(NH4Cl 150mM, NaHCO3 10mM e Na,EDTA 0,1ImM em agua nanopura a 4°C) e

centrifugado nas mesmas condi¢cfes anteriores.

Posteriormente, o sobrenadante foi removido, as células ressuspendidas em
PBS (estéril e a 4°C) e realizou-se nova centrifugacdo nas condigdes previamente
descritas. O sobrenadante foi, entdo, 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 antibiético (100U/mL de penicilina e 100ug/mL de
estreptomicina). Dez microlitros dessa suspensdo de células foi diluida em Azul
Tripan e aplicada no hemocitometro de Neubauer (C. A. Hausser & Son, EUA) para
a contagem de células. As células viaveis foram contadas em quatro quadrantes do
hemocitdbmetro por meio do microscopio Axioskop (Zeiss, Oberkochen, Alemanha)

sob o aumento de 400x.

O numero de leucécitos nas suspensdes de células foi obtido por meio da

seguinte equacéo:

n° de leucécitos N°de leucécitos contados x fator de diluicio x 10*

mlL n° de quadrantes contados (=4

Em seguida, 1,0x10° células por poco foram adicionadas as placas de 96
pocos (Techno Plastic Products, CH). Para os experimentos realizados em placas de
12 pocos (Techno Plastic Products, CH), adicionou-se 3,0x10°. As células foram
incubadas por 12 horas, a 37C, em atmosfera umidificada e com 5% de CO,. Apés
esse periodo de incubacdo, apenas os macrofagos aderem a placa. Os demais
leucécitos permanecem em suspensdo e sdo removidos ao descartar-se 0

sobrenadante.
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4.9 Internalizacdo do FM-DMSA por macrofagos perito  neais e alveolares

Nessa etapa, os ensaios foram realizados com o intuito de avaliar a
viabilidade celular na presenca do FM-DMSA e quantificar o ferro das nanoparticulas
magnéticas internalizadas pelos macrofagos nas diferentes condigbes

experimentais.

4.9.1 Grupos Experimentais

As células foram divididas, inicialmente, em trés grupos. O grupo 1 (FM-1)
corresponde as células que foram incubadas com o FM-DMSA em uma
concentracdo de 0,03 mg/mL de ferro, ja 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 concentracfes de soro de camundongo e BSA, para cada uma
das concentragcbes de FM-DMSA, foi realizada nos ensaios de determinagdo do
didmetro hidrodindmico e de sedimentacdo das nanoparticulas, previamente
descritos.

O grupo 3 (Controle) corresponde as ceélulas que ndo 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. Composicdo dos tratamentos dos grupos experimentais.

Tratamento Composicdo do meio de incubacao 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-PRE-SORO 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 adicdo ao RPMI-1640

FM-1-SORO-PLL Soro de camundongo a 4,5%
Poli-L-lisina a 3,0 pg/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-PRE-SORO 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 adicdo ao RPMI-1640

FM-2-SORO-PLL Soro de camundongo a 4,5%
Poli-L-lisina a 3,0 pug/mL
FM-DMSA a 0,06 mg/mL de ferro

(*) Todos os meios de incubagéo contém RPMI-1640 e antibidtico a 1%.

O aumento da internalizacdo das nanoparticulas por macrofagos pode ser
obtido pela prévia incubacdo das mesmas com poli-L-lisina (PLL), sendo comumente
utilizada como um controle positivo da internalizacdo (MULLER et al., 2007). A

adicao de PLL aos tratamentos foi realizada da seguinte maneira: ao meio de cultura
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com o dobro da concentracdo de FM-DMSA, adicionou-se PLL para obter-se uma
concentracéo de 6,0 pg/mL. Essa solugao foi mantida sob agitagcao por 60 minutos e,
em seguida, adicionou-se 0 mesmo volume de meio de cultura. Assim obteve-se
concentracdo de FM-DMSA igual a metade da original e concentracao de PLL de 3,0
ng/mL (MULLER et al., 2007).

Os grupos experimentais FM-1-PRE-SORO e FM-2-PRE-SORO
correspondem a incubacdo das nanoparticulas com soro de camundongo por 60
minutos para a posterior adicdo dessa mistura ao meio de cultura RPMI-1640,
alcancando a mesma concentracgao final de particulas e de soro de camundongo dos
demais grupos experimentais. A incubacdo prévia do FM-DMSA com soro de
camundongo foi necessaria para garantir a opsonizacdo das nanoparticulas

magneticas.

4.9.2 Incubacédo dos macrofagos peritoneais com o FM-DMSA para avaliacdo

da viabilidade celular

ApOs o periodo de incubacéo dos leucdcitos obtidos nas lavagens peritoneais,
removeu-se 0 sobrenadante dos pog¢os. Assim, permaneceram aderidos ao fundo da
placa apenas as células de interesse, os macrofagos. Em seguida, os poc¢os foram
lavados com PBS e, imediatamente, seguiu-se a incubac&o das células com seus
respectivos tratamentos, de acordo com 0s grupos experimentais estabelecidos.

Os macrofagos foram, entdo, incubados por 2h30 sob agitacdo constante a
temperatura ambiente, ou por 2h30 na estufa (a 37C e atmosfera umidificada com
5% de CO,), ou por 12h na estufa. Os experimentos realizados em temperatura
ambiente e sob agitacdo foram necessarios para evitar que as nanoparticulas
magnéticas do FM-DMSA sedimentassem prejudicando a avaliacdo da

internalizacao celular.
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4.9.3 Viabilidade Celular

A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada pelo ensaio do MTT
(MOSMANN, 1983). O ensaio do MTT consiste na metabolizacdo do substrato 3-(4,
5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) que ocorre apenas em
células viaveis. O produto desse metabolismo (cristal de formazan) é dissolvido e
forma uma solucdo de cor azulada. A absorbancia dessa solucdo em 595 nm esta
correlacionada a viabilidade celular.

ApoOs a incubacao dos macrofagos peritoneais com os diferentes tratamentos,
removeu-se 0 sobrenadante da cultura e acrescentou-se 150 pL de solugdo de MTT
(Img/mL) em meio de cultura RPMI-1640 completo em cada pog¢o. Seguiu-se a
incubacg&o das células com o MTT por trés horas a 37°C, em atmosfera umidificada
com 5% de CO,. Em seguida, a solu¢cdo de MTT foi removida e 50 uL DMSO
adicionado em cada poco. A absorbancia da solucéo resultante foi analisada em
espectrofotometro 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 Incubacgdo dos macrofagos alveolares e peritoneais ¢ om o FM-DMSA para

a dosagem de ferro

ApoOs o periodo de incubacédo dos leucécitos obtidos nas lavagens bronco-
alveolar e peritoneal, removeu-se o sobrenadante dos po¢os. Assim, permaneceram
aderidos ao fundo da placa apenas as células de interesse, os macrofagos. Em
seguida, os pocos foram lavados trés vezes com PBS e uma vez com meio RPMI-
1640 acrescido de 1% de antibidtico (100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina). Imediatamente, seguiu-se a incubagdo das células com seus
respectivos tratamentos, de acordo com 0s grupos experimentais estabelecidos no

topico 4.9.1. Os macréfagos foram, entdo, incubados por 2h em temperatura
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ambiente, sob agitacdo constante. Apos o periodo de incubacado, o sobrenadante foi
coletado e armazenado a -80C, para andlises posteriores. Os macréfagos foram
lavados quatro vezes com PBS. Em seguida, adicionou-se tripsina/EDTA a 25%
incubando as células por 5 minutos, a 37C em atmos fera umidificada com 5% de
CO,, para que elas se soltassem da superficie dos po¢os. Em seguida, adicionou-se
aos pocos meio RPMI-1640 completo para neutralizagdo da acédo da tripsina e

seguiu-se a centrifugacao da suspensao de células a 400xg, por 5 minutos, a 4.

ApoOs a centrifugacdo os macrofagos foram lavados com PBS, centrifugados
novamente nas mesmas condi¢cbes anteriores e, entdo, ressuspendidos em PBS.
Em seguida, realizou-se a contagem das células em hemocitdmetro de Neubauer
conforme descrito no topico 4.8. Apds a contagem as amostras foram armazenadas

a -80C até o momento do uso.

4.9.5 Determinagao da concentracao de ferro do FM-DMSA

4.9.5.1 Preparo dos padrboes de FM-DMSA

A amostra inicial de FM-DMSA foi diluida, sequencialmente, com agua
nanopura visando obter quinze concentragcbes de ferro, conforme pode ser

observado na tabela 4.
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Tabela 4. Concentrac8es de ferro utilizadas como padrées.

Padrbes Concentragao de ferro (mg/mL)
1 9,4 x 10°
2 3,7 x 107
3 1,9 x 10
4 9,4 x103
5 4,7 x 10
6 2,3x10°
7 1,2 x 107
8 5,8 x 10™
9 2,9x10*
10 1,4 x 10™
11 7,3x10°
12 3,6 x10°
13 1,8 x 10°
14 9,1x10°
15 4,6 x10°

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 € um quelante de ferro Il, ou
seja, ele associa-se ao Fe™ formando um complexo magenta que poOSSui
absorbancia maxima a 562 nm. Como o FM-DMSA € um composto formado por
Fe*®, faz-se necesséaria a utilizacdo de um agente redutor tal como o &cido
ascorbico. A constante da taxa de complexacdo do Fe** pelo Ferrozine ndo é
dependente da concentracgéo inicial de Ferrozine. O excesso de Ferrozine assegura
uma completa complexacéo de Fe*? e dificulta o decréscimo do complexo magenta

formado, mas pode aumentar o ruido (SARRADIN et al.,, 2005). Assim, para
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assegurar uma boa deteccdo o coeficiente de correlacdo da curva padréo (r?) deve
ser maior do que 0,99. Levando esses fatos em consideracdo, foi necessario
aperfeicoar a dosagem de ferro para obter-se um alto coeficiente de correlacéo.
Para tanto, inicialmente apenas os padrbes foram dosados em triplicata, em trés
ensaios independentes. Apds obtencdo de um alto coeficiente de correlacdo, seguiu-
se para 0s ensaios com as amostras de células (dados ndo mostrados). Para a
realizacdo dos ensaios, foram feitas algumas modificacdes no protocolo proposto
pelo fabricante do kit de dosagem de ferro (Labtest Diagndstica SA, BRA), com base
em SARRADIN et al. (2005) e MULLER et al. (2007).

As amostras de células obtidas apds os tratamentos foram diluidas até um
volume final de 300 puL com agua nanopura. Em seguida, adicionou-se &acido
cloridrico a 1,2 M, em 100 puL de amostra, padréo e branco (apenas agua nanopura),
seguindo-se a incubacdo dos mesmos a 80T, por 60 minutos. Apos o periodo de
incubacgéo, adicionou-se acetato de aménio a 15%, &cido ascérbico a 4%, dodecil
sulfato de sédio (SDS) a 2,5% e ferrozine a 2,8 mM. Apos a adicdo do quelante, as
amostras, os padrbes e o branco foram incubados a 37<C, por 10 minutos e seguiu-
se uma centrifugagdo por cinco minutos a 1000xg. Apos a centrifugagdo, 200 uL
foram adicionados a placa de 96 pocos, em triplicata, e a absorbancia medida em
espectrofotdmetro (Spectramax da Molecular Devices, EUA) a 560 nm.

A concentracéo final de ferro dosada para os padrées ap0s 0 ensaio pode ser

observada na tabela 5.
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Tabela 5. Concentracéo final dos padrdes de ferro.

Padrbes Concentragao de ferro (mg/mL)

1 9,4 x 107
2 3,7x10°
3 1,9x 103
4 9,4 x 10™
5 4,7 x 10™
6 2,3x10™*
7 1,2 x 10
8 5,8 x 107
9 2,9x10°
10 1,4 x 10°
11 7,3x10°
12 3,6 x10°
13 1,8 x 10°
14 9,1 x 10"
15 4,6 x 107

4.10 Producéao de citocinas

A producdo 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-1[3, IL-10, IL-6,
TNF-a e TGF-B. Para a realizacdo da dosagem, utilizou-se o sobrenadante das
células incubadas com FM-DMSA em soro de camundongo ou BSA na maior
concentracéo de ferro (0,06 mg/mL) e seus respectivos controles. Para 0s ensaios,

esse sobrenadante foi diluido trés vezes com o diluente de ensaio fornecido nos Kkits.
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4.11 Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pela analise de variancia
com o teste de Tukey a um nivel de significancia fixado de p<0,05 (5%) ou pelo teste
t de Student ndo-pareado, para comparar a média entre dois grupos independentes,
utilizando-se o programa estatistico Graphpad Prism 5. Os resultados foram

expressos como média * erro padrao da média.
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5 RESULTADOS

5.1 Diametro hidrodinamico

A obtencdo do diametro hidrodindmico das nanoparticulas em diferentes
concentracbes de BSA ou soro de camundongo permitiu a determinacdo das
concentracbes em que o diametro hidrodindmico mais se aproxima daquele da
solucdo original de FM-DMSA, na qual as nanoparticulas encontram-se dispersas
em solucdo aquosa com NaCl a 0,9%. Inicialmente, analisou-se os diametros
hidrodindmicos das nanoparticulas em solu¢cées com soro de camundongo e com
BSA (figura 5 e 6, respectivamente) e, em seguida, os diametros obtidos para essas
solugdes foram comparados com o didmetro médio encontrado para a solucéo
original de FM-DMSA (figura 7).

O padrdo de diminuicdo do diametro hidrodindmico com o aumento da
concentragdo de proteinas pode ser observado tanto para as solu¢cdes com soro de
camundongo (figura 5) quanto para aquelas com BSA (figura 6).

A figura 5 representa o diametro hidrodindmico das nanoparticulas do FM-
DMSA nas solu¢des com soro de camundongo. A concentracdo de 2,5% apresenta
um aumento no valor de diametro hidrodinamico na concentracdo de ferro de 0,03
mg/mL de, no minimo, 23% em relacdo as concentracdes de soro de camundongo
de 3,0% a 6,0%.

Para a solucédo de 0,03 mgFe/mL também ha diferenca significativa entre a
concentracdo de soro de camundongo de 3,0% em relacéo as de 3,5% e 4,0%. Para
a concentracdo de 0,06 mgFe/mL ha diferenca significativa entre a concentracdo de
2,5% em relagéo as concentracdes de 4,5% a 6%.
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Figura 5. Diametro hidrodindmico das nanoparticulas de maguemita dispersas em meio RPMI-1640 para concentracfes crescentes de soro em
concentracdes de ferro de 0,03 mg/mL (barras cinzas) e 0,06 mg/mL (barras brancas). *p<0,05 em relagcdo as concentragfes de soro de 3,0% a 6,0%;

**p<0,05 em relacdo as concentracdes de 3,5% e 4,0% e ***p<0,05 em relacdo as concentracbes de 4,5% a 6%.
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Na figura 6, correspondente ao didmetro hidrodindmico das nanoparticulas
para as solugcdes com BSA, a concentracdo de 1,0% apresenta valor de diametro
hidrodindmico, pelo menos, 3 vezes maior dos que as demais concentracdes de
BSA para 0,03 mgFe/mL e apenas 1,2 vezes maior do que as demais concentracdes
de BSA para 0,06 mgFe/mL.

O didmetro hidrodindmico das nanoparticulas do FM-DMSA para a
concentracdo de 1,5% de BSA também é significativamente maior em relacdo aos
diametros hidrodindmicos nas concentracfes de 2,5% e 3,0% para a solu¢cdo com
0,03 mgFe/mL. Ja para a solu¢do com 0,06 mgFe/mL o didmetro hidrodindmico na
solugdo com 1,5% de BSA é significativamente maior em relacdo aos diametros
hidrodindmicos das nanoparticulas nas concentragdes de 2,0% a 3,0%.

Com esses resultados do diametro hidrodindmico das nanoparticulas do FM-
DMSA, foram selecionadas, para as duas concentragdes de ferro, a concentragéo de
soro de 4,5%, na qual o diametro hidrodinamico nao foi significativamente diferente
do diametro das nanoparticulas na solucdo original (88,0 nm £ 1,1). As
concentracdes de BSA escolhidas foram de 2,5% e 1,5% para as concentracdes de

0,03 mg/mL e 0,06 mg/mL, respectivamente (figura 7).
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Figura 6. Diametro hidrodindmico das nanoparticulas de maguemita dispersas em meio RPMI-1640 para concentracdes crescentes de albumina sérica
bovina (BSA) em concentracdes de ferro de 0,03 mg/mL (barras cinzas) e 0,06 mg/mL (barras brancas). *p<0,05 em relagédo as concentra¢gfes de BSA de

1,5% a 3,0%; **p<0,05 em relagdo as concentracdes de 2,5% e 3,0% e ***p<0,05 em relagdo as concentracdes de 2,0% a 3,0%.
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Figura 7. Diametro hidrodinamico das nanoparticulas de maguemita do FM-DMSA na solucao original
(barra preta), das nanoparticulas em meio RPMI-1640 com 2,5% de BSA (BSA 2,5%), com 1,5% de
BSA (BSA 1,5%) e das nanoparticulas em meio RPMI com 4,5% de soro (SORO 4,5%). As barras

cinza correspondem a concentracao de ferro de 0,03 mg/mL e a barra branca a de 0,06 mg/mL.
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5.2 Sedimentacao das nanoparticulas

Neste ensaio observou-se que as nanoparticulas permaneceram em
suspensao durante todos os tempos de avaliagao (30 min, 60 min, 90 min, 120 min e
150 min), para as concentracbes com 1,5% e 2,5% de BSA e com 4,5% de soro do
camundongo, em meio de cultura RPMI-1640. A auséncia de sedimentacdo é
representada pela absorbancia constante, sem diferenca significativa entre os
tempos avaliados, para as concentracdes de 0,03 mgFe/mL e 0,06 mgFe/mL (figura
8 e 9, respectivamente). Por outro lado, as nanoparticulas em meio RPMI-1640 puro
sedimentaram, ao longo dos tempos avaliados, para as duas concentracdes de
ferro.

Na figura 8, que representa a sedimentagdo das nanoparticulas do FM-DMSA
na concentracao de 0,03 mgFe/mL, a absorbancia da solugdo com RPMI-1640 puro
é significativamente maior nos tempos de 30 a 120 min, quando comparados ao
tempo de 150 min, ocorrendo uma reducéo de 9%.

Na figura 9, que representa a sedimentagdo das nanoparticulas do FM-DMSA
na concentracao de 0,06 mgFe/mL, a absorbancia da solugdo com RPMI-1640 puro
é significativamente maior nos tempos de 30 a 120 min, quando comparados ao

tempo de 150 min, ocorrendo uma reducéo de 40% a 62%.
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Figura 8. Ensaio de sedimentagdo das nanoparticulas do FM-DMSA dispersas em RPMI-1640 puro (circulo), RPMI-1640 com 2,5% de BSA (quadrado) e
RPMI-1640 com 4,5% de soro de camundongo (tridngulo), para a concentracéo de ferro de 0,03 mg/mL. *p<0,05 em relacdo aos tempos de 30 a 90 min,
**p<0,05 em relacdo ao tempo de 30 a 120 min.
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Figura 9. Ensaio de sedimentacdo das nanoparticulas do FM-DMSA dispersas em RPMI-1640 puro (circulo), RPMI-1640 com 1,5% de BSA (quadrado) e
RPMI-1640 com 4,5% de soro de camundongo (tridngulo), para a concentracéo de ferro de 0,06 mg/mL. *p<0,05 em relacdo aos tempos de 30 a 90 min,

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

O ensaio de viabilidade celular, em macrofagos peritoneais, utilizando o
reagente MTT proporcionou a determinacdo da citotoxicidade do FM-DMSA nos
grupos experimentais avaliados, nos intervalos de 2h30min em temperatura
ambiente sob agitacdo constante, de 2h30min e 12h em atmosfera umidificada com
5% de CO,. Os valores obtidos podem ser observados na figura 10 e 11 para as
células incubadas com soro de camundongo e BSA, respectivamente.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos avaliados tanto nas
solugbes com soro de camundongo quanto nas solugbes 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 concentracdo de 0,03
mgFe/mL e incubagé&o de 2h30).

150-: C-SORO O FM-SORO EEE FM-SORO-PLL

100 ¢ +

Viabilidade Celular (%)
<

FM-1 FM-1 FM-1 FM-2 FM-2 FM-2
2h30 2h30TA  12h 2h30 2h30TA 12h

Figura 10. Porcentagem, em relacdo ao respectivo controle, de macréfagos peritoneais viaveis, em
meio RPMI-1640 suplementado com 4,5% de soro de camundongo, na concentracdo de ferro de
0,03mg/mL (FM-1) e 0,06mg/mL (FM-2), por 2h30 a temperatura ambiente (TA), sob agitacdo e por
2h30 e 12h em atmosférica umidificada com 5% de CO, a 37C. C-SORO corresponde ao grupo
controle, no qual as células ndo foram incubadas com FM-DMSA; FM-SORO corresponde ao grupo
em que os macréfagos peritoneais foram incubados, na presenca de soro, com o FM-DMSA; FM-
SORO-PLL corresponde ao grupo em que as nanoparticulas do FM-DMSA foram previamente
incubadas com poli-L-lisina.
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Figura 11. Porcentagem, em relacdo ao respectivo controle, de macréfagos peritoneais viaveis, em
meio RPMI-1640 suplementado com 1,5% ou 2,5% de albumina sérica bovina (BSA), na
concentracdo de ferro de 0,03 mg/mL (FM-1) e 0,06mg/mL (FM-2), por 2h30 a temperatura ambiente
(TA), sob agitacdo e por 2h30 e 12h em atmosférica umidificada com 5% de CO, a 37C. C-BSA
corresponde ao grupo controle, no qual as células ndao foram incubadas com FM-DMSA; FM-BSA
corresponde ao grupo em que os macréfagos peritoneais foram incubados, na presenca de BSA, com
o FM-DMSA.

5.4. Internalizacdo do FM-DMSA por macréfagos alveo  lares e peritoneais

A incubacdo dos macrofagos alveolares e peritoneais com FM-DMSA,
seguida pela dosagem do ferro nas células permitiu a avaliacdo da internalizacéo
das nanoparticulas magnéticas por esses dois tipos celulares. Conforme pode ser
observado na figura 12, para os dois tipos celulares avaliados, na presenca de soro
de camundongo, tanto para a concentracdo de 0,03 mgFe/mL quanto para a de 0,06
mgFe/mL, ndo houve diferenca significativa na concentracdo de ferro (ng/célula).

Embora a incubacdo com soro ndo tenha aumentado a internalizacdo do FM-
DMSA, observou-se que na presenca de BSA ela foi significativamente maior
guando comparada ao controle de BSA para macrofagos alveolares e peritoneais
para as duas concentracoes de ferro avaliadas (figura 12).
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Figura 12. Concentracdo intracelular de ferro em macréfagos peritoneais e alveolares incubados com
nanoparticulas 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 concentracdo de 0,03
mgFe/mL), FM-2-BSA (meio RPMI-1640, BSA e FM-DMSA na concentra¢do 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 concentracdo de 0,03 mgFe/mL), FM-2-SORO (meio RPMI-1640,
soro de camundongo e FM-DMSA na concentragcdo de 0,06 mgFe/mL). *p<0,05 em relacdo a SORO,
FM-1-SORO e BSA. **p<0,05 em relagédo a C-SORO, FM-2-SORO e C-BSA.
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Como esperado, ocorreu maior internalizacdo das nanoparticulas para os
macréfagos incubados com soro de camundongo e poli-L-lisina (PLL) em relacéo
aos controles e grupos com FM-DMSA sem PLL, nas duas concentracdes de ferro
avaliadas, uma vez que a PLL é descrita como um estimulador da internalizacéo de

nanoparticulas por macréfagos (figura 13).
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Figura 13. Concentracgdo intracelular de ferro em macrofagos peritoneais e alveolares incubados com
nanoparticulas 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 relacdo a C-SORO e FM-1-SORO e **p<0,05 em relagéo a C-
SORO e FM-2-SORO.
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O efeito das nanoparticulas incubadas com soro por 60 min antes da adi¢do
ao meio de cultura também foi avaliado. Conforme pode ser observado nas figuras
14 e 15, para esses ensaios de internalizacdo néo foi possivel observar diferencas
significativas na concentracédo intracelular de ferro entre os grupos com FM-DMSA
incubado previamente com soro de camundongo (FM-2-PRE-SORO) em relagéo ao
grupo controle (C-SORO) e ao grupo em que as nhanoparticulas e o soro de

camundongo foram imediatamente incubados com os macrofagos (FM-2-SORO).
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Figura 14. Concentracdo intracelular de ferro em macréfagos peritoneais e alveolares incubados com
nanoparticulas 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 concentracdo de 0,03 mg/mL de ferro), FM-1-PRE-SORO (meio RPMI-1640, FM-

DMSA na concentracdo de 0,03 mg/mL de ferro previamente incubadas com soro de camundongo).
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Figura 15. Concentracgdo intracelular de ferro em macrofagos peritoneais e alveolares incubados com
nanoparticulas 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 concentracdo de 0,06 mg/mL de ferro), FM-2-PRE-SORO (meio RPMI-1640, FM-

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

5.5. Producéao de citocinas

A producéo das citocinas IL-1B, IL-10, IL-6, TNF-a e TGF-B pelos macrofagos
alveolares e peritoneais foi avaliada apenas para os grupos incubados com soro de
camundongo ou BSA na concentracdo de ferro de 0,06 mg/mL por 2h. O padréo de
producdo das citocinas indicou, principalmente, uma maior expressao de IL-10 e
TGF-B.
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5.5.1 Producéo de TGF- B

A figura 16 mostra a producéo de TGF-B, que aumenta de forma significativa
com a presenca das nanoparticulas, tanto para os macréfagos 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 macrofagos alveolares ndo se observou diferenca

significativa entre os grupos avaliados.
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Figura 16. Producéo de TGF-B por macréfagos alveolares e peritoneais incubados com FM-DMSA na
concentracdo de 0,06 mg/mL (FM-2), na presenca de soro de camundongo (SORO) ou albumina
sérica bovina (BSA) e por seus respectivos controles (C-SORO e C-BSA). *p<0,05 em relagéo a C-
SORO e C-BSA.
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5.5.2 Producéo de IL-10

Na figura 17 observa-se o aumento significativo da producao de IL-10 para os
macrofagos peritoneais incubados com FM-DMSA na presenca de BSA (aumento de
2 vezes) em relagdo ao grupo controle C-BSA. Para os macrofagos alveolares ndo
houve diferenca significativa entre os grupos avaliados.
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Figura 17. Producao de IL-10 por macrofagos alveolares e peritoneais incubados com FM-DMSA na
concentracdo de 0,06mg/mL (FM-2), na presenca de soro de camundongo (SORO) ou albumina

sérica bovina (BSA) e por seus respectivos controles (C-SORO e C-BSA). *p<0,05 em relagéo a C-
BSA.

5.5.3 Producéo de IL-1 B

Na figura 18, ndo ha diferenca significativa na producdo de IL-1B entre os
grupos experimentais avaliados.
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Figura 18. Producéo de IL-1B por macrdfagos alveolares e peritoneais incubados com FM-DMSA na
concentracdo de 0,06mg/mL (FM-2), na presenca de soro de camundongo (SORO) ou albumina
sérica bovina (BSA)e por seus respectivos controles (C-SORO e C-BSA) .

5.5.4 Producéo de TNF- a

Na figura 19, observa-se que ndo ha diferenca significativa na producao de

TNF-a entre os grupos avaliados.
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Figura 19. Producéo de TNF-a por macréfagos alveolares e peritoneais incubados com FM-DMSA na
concentracdo de 0,06 mg/mL (FM-2), na presenca de soro de camundongo (SORO) ou albumina

sérica bovina (BSA) e por seus respectivos controles (C-SORO e C-BSA).

5.5.5 Producéo de IL-6

Na figura 20, observa-se que ocorreu um aumento significativo na producao
de IL-6 pelos macrofagos peritoneais no grupo FM-2-SORO (170,63 + 4,88 pg/mL)
em comparacao ao grupo C-SORO. Entre os demais grupos experimentais néo

houve diferenca significativa.
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Figura 20. Producéo de IL-6 por macrofagos alveolares e peritoneais incubados com FM-DMSA na
concentracdo de 0,06mg/mL (FM-2), na presenca de soro de camundongo (SORO) ou albumina
sérica bovina (BSA) e por seus respectivos controles (C-SORO e C-BSA).*p<0,05 em relagdo a C-
SORO.
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6 DISCUSSAO

O tamanho primario, a carga, a forma, a concentracdo, o estado de
aglomeracao, a superficie quimica e a area de superficie sdo caracteristicas que
afetam direta ou indiretamente a toxicidade e a internalizacdo das nanoparticulas.
Por isso tanta divergéncia pode ser observada nos estudos de nanoparticulas,
inclusive entre aquelas com caracteristicas semelhantes. Além disso, o meio de
dispersdo das nanoparticulas exerce importante influéncia nessas caracteristicas,
especialmente no estado de aglomeracdo. Sendo assim, a dispersdo de cada
amostra de nanoparticula deve ser determinada empiricamente e os resultados néo
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 variacbes que podem prejudicar as conclusdes sobre os efeitos
bioldgicos das nanoparticulas, tornou-se necessario verificar a estabilizacdo do FM-
DMSA nas dispersbes em meio de cultura RPMI-1640, antes de utiliza-las para os
estudos in vitro.

O RPMI-1640 € um meio de cultura que provoca alta aglomeragdo de
nanoparticulas, levando a um acentuado aumento do didmetro hidrodinamico. Isso
ocorre devido a complexidade do meio, composto por sais, aminoacidos e vitaminas
(ALLOUNI et al., 2009). No presente estudo, observou-se que em RPMI-1640 puro
ocorre alta aglomeragdo das nanoparticulas, que assumem um alto diametro
hidrodindmico médio. Porém o aumento da concentragdo de soro de camundongo
ou de albumina nas solucbes leva a uma progressiva reducdo nesse diametro
(figuras 5 e 6).

A obtencdo do didmetro hidrodindmico das nanoparticulas em diferentes
concentracbes de BSA e soro de camundongo permitiu a determinacdo das
concentracbes em que o diametro hidrodinamico mais se aproxima daquele da
solucédo original de FM-DMSA, onde as nanoparticulas de maguemita recobertas
com DMSA encontram-se dispersas em solucdo aguosa com NaCl a 0,9%. Assim,
0s resultados mostraram que as concentracdes de albumina a 2,5% e 1,5% e a
concentracdo de soro a 4,5% podem ser utilizadas para a estabilizacdo das
nanoparticulas do FM-DMSA em meio de cultura RPMI-1640 (figura 7), evitando a
formacao de aglomerados e subsequente sedimentacdo das mesmas. Em outras
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palavras, favorecendo o aumento da estabilidade das nanoparticulas utilizadas
(figura 5 e 6).

Resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos que
analisaram a estabilidade de nanoparticulas magnéticas de maguemita recobertas
com DMSA, pela avaliacdo do diametro hidrodinamico e sedimentagao, as quais se
tornavam instaveis ao serem adicionadas a meio de cultura RPMI-1640. Porém, com
a adicao de soro fetal de cabra ocorria a manutencdo da estabilidade das mesmas
(CHEN et al., 2008a; CHEN et al. 2008b). Embora a adi¢cdo de soro fetal de cabra
seja capaz de estabilizar essas nanoparticulas, ele também é responsavel por uma
maior internalizacdo das mesmas, fato ndo observado para o soro de camundongo
no presente estudo (CHEN et al., 2008b).

Outros estudos tém demonstrado a estabilidade das nanoparticulas de
diferentes composicOes pela reducdo do estado de aglomeragcdo a partir da
utilizacdo de proteinas plasméticas, pela adicdo de soro fetal bovino e soro fetal de
cabra e também pela adicdo de albumina sérica bovina e albumina sérica humana a
meios de dispersédo, tais como RPMI-1640, solucdo 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 concentragdo de nanoparticulas de ZnO, TiO,, e SiO;
em solugbes com ou sem proteinas acarrete maior aglomeracdo (ALLOUNI et al.,
2009; DENG et al., 2009), os resultados do presente estudo mostram que o aumento
da concentracdo de FM-DMSA ndo aumentou a aglomeracdo das nanoparticulas
magnéticas, requerendo inclusive uma menor quantidade de BSA para reducgdo do
didmetro hidrodindmico. Na concentracdo de 0,06 mgFe/mL, 1,5% de albumina é
capaz de estabilizar as nanoparticulas; ja para 0,03 mgFe/mL € necessaria a
concentracdo de 2,5% (figura 6). Esses resultados podem ser explicados pela
variacdo de pH das solugdes avaliadas na presenca de FM-DMSA. Solugbes de
meio RPMI-1640 com 1,5% de BSA foram preparadas com pH de 7,4. Entretanto, a
adicdo de FM-DMSA resultou em um aumento do pH para 7,5 na concentracdo de
0,03 mgFe/mL e para 7,6 na concentracdo de 0,06 mgFe/mL (dados né&o
mostrados). Portanto, a menor aglomeragéao para a concentragdo mais alta de ferro,
em solugdes com mesmas concentragdes de BSA, pode ocorrer devido ao aumento
da forca idnica do meio (conforme observado na medicdo de pH), pois a maior
qguantidade de ions em solucdo pode resultar em uma dupla camada elétrica mais

fina ao redor das particulas que assumem menores valores de diametro
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hidrodindmico. Assim, com uma menor concentracdo de albumina é possivel obter
um diametro hidrodindmico menor para as nanoparticulas na concentragdo mais alta
de FM-DMSA. Por outro lado, concentracbes mais altas de albumina sé&o
necessarias para reduzir o diametro hidrodinamico nas solu¢cdes com FM-DMSA
com menor concentracao (XU, 1998).

A auséncia de aglomeracdo das nanoparticulas € importante para reduzir a
internalizacdo e consequentemente o0s seus efeitos toxicos as células. A
internalizacdo das nanoparticulas administradas intravenosamente ocorre,
principalmente, pelo sistema mononuclear fagocitario. Estudos tém demonstrado
que a internalizacdo por macrofagos e mondcitos pode ser dependente da
opsonizacao das nanoparticulas por proteinas plasmaticas. No geral, particulas sem
cobertura apresentam intensa opsonizacao e, consequentemente, a fagocitose das
mesmas é alta. Contudo, uma vez recobertas, essa opsonizacdo é reduzida, bem
como a internalizagdo. Para a redugéo da internalizacdo, a cobertura utilizada deve
ser apropriada, sendo por isso essencial avaliar individualmente cada tipo de
nanoparticula para entender sua acdo no organismo (DOBROVOSLKAIA et al.,
2008; LIN et al., 2010).

Em geral, as principais proteinas que interagem com as nhanoparticulas
provocando sua fagocitose sdo as proteinas relacionadas a ativacdo do sistema
complemento. Embora muitos artigos demonstrem ativacao do sistema complemento
e a opsonizacdo, das nanoparticulas de diversas composi¢cdes (ABE et al., 2008;
DENG et al., 2009; GAUCHER et al., 2009; HARASHIMA et al., 1997; LEROUX et
al., 1995), no presente estudo, as nhanoparticulas incubadas com soro de
camundongo ndo apresentaram maior internalizacédo pelos macréfagos peritoneais e
alveolares (Figuras 12 a 15), indicando a auséncia da ativacdo do complemento. A
auséncia de internalizacdo pelos macréfagos, observada para o FM-DMSA, é
essencial para que as nanoparticulas permanecam longos periodos no sangue até
alcancarem seus sitios especificos e para ndo causarem reacfes inflamatorias
(BEDUNEAU et al., 2009; EHRENBERG et al., 2009; GAUCHER et al., 2008).

Coberturas hidrofilicas diminuem a ligacdo das proteinas as nanoparticulas
devido ao impedimento estérico ou eletrostatico entre as moléculas da cobertura e
as proteinas, enquanto que as hidrofobicas 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 carater hidrofilico e a
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auséncia da internalizacdo pode, portanto, estar sendo beneficiada por essa
caracteristica (VALOIS et al., 2010).

O aumento da internalizacdo das particulas incubadas com soro in vitro,
também né&o foi observado por MULLER et al. (2007), que avaliaram a internalizagdo
de nanoparticulas de oxido de ferro superparamagnéticas recobertas com dextran
em cultura celular de monécitos e macréfagos derivados de mondcitos humanos.
Por outro lado, nanoparticulas magnéticas de Oxido de ferro recobertas com
diferentes coberturas foram avaliadas por MUHLENA et al. (2007), observando-se
ativacdo do sistema complemento com a fagocitose por macrofagos sendo
dependente do receptor de proteinas do complemento CR3.

Mesmo para aqueles estudos em que ocorre internalizacdo na presenca de
soro, a analise dos resultados deve ser rigorosa, pois a incubacéo de particulas com
células de determinada espécie, e soro de outra espécie provoca alteracbes no
padrdao de internalizagdo. Isso porque a ativacdo do complemento e o padrao de
opsonizacao das proteinas plasmaticas sdo espécie-dependentes (EHRENBERG et
al., 2009; HARASHIMA et al., 1998). Assim, embora estudos anteriores do nosso
grupo tenham demonstrado proeminente internalizacdo 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 ndo provocou a internalizagdo do FM-DMSA, em
contrapartida a albumina nas concentracdes de 1,5% e 2,5% foi capaz de aumentar
a internalizacdo das nanoparticulas do FM-DMSA. O aumento da internalizacdo de
nanoparticulas na presenca de albumina parece ser dependente do tipo de
nanoparticulas. Alguns estudos demonstram que a albumina ndo é capaz de
promover a internalizacdo das nanoparticulas e aumentar sua captacéo pelo sistema
reticulo endotelial (OGAWARA et al., 1999; ZAHR et al., 2006), porém o aumento da
internalizacdo também j& foi observado em outro estudo (BEDUNEAU et al., 2009).
E possivel que em alguns casos, a ligacéo da albumina as nanoparticulas pode levar
a mudancas conformacionais nas mesmas, resultando em reconhecimento por
receptores de varredura (DUTTA et al., 2007).

Assim como prevenir a ativagdo da resposta imune pode ser interessante
durante a utilizacdo das nanoparticulas para o direcionamento de farmacos a alvo
especificos, 0 aumento da internalizacdo em determinadas condi¢des, por exemplo,

na presenca de albumina, também pode ser benéfica para determinadas aplicagfes
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biomédicas, que necessitam de grande internalizagdo das nanoparticulas, como o
diagnostico por IRM (imagem de ressonancia magnética). Atualmente, um grande
desafio para o uso das nanoparticulas magnéticas € carregar células com
quantidades suficientes das particulas para o sucesso das terapias (LIN et al., 2010;
PISANIC Il et al.,, 2007). Portanto, as nanoparticulas do FM-DMSA associadas a
albumina podem permitir, por exemplo, a utilizagdo de macréfagos como veiculos do
FM-DMSA a tecidos especificos.

As particulas de 6xido de ferro sdo menos toxicas que aquelas produzidas a
partir de outros metais, porém as preocupacdes ainda sdo grandes acerca das
aplicacbes biomédicas como IRM e direcionamento de farmacos a alvo especificos
(SOENEN; CUYPER, 2009). A toxicidade das nanoparticulas de ferro geralmente
estd associada a producdo de espécies reativas de oxigénio e a internalizacao
(LEWINSKI et al, 2008). No entanto, as nanoparticulas magnéticas avaliadas neste
estudo nao foram téxicas para os macrofagos peritoneais, como péde ser observado
pelos ensaios com os reagentes MTT, inclusive para os grupos incubados com BSA,
nos quais houve elevada internalizacdo do FM-DMSA (figuras 10 e 11). Esses
resultados estdo de acordo com estudos prévios em que macréfagos alveolares nao
apresentaram sua viabilidade alterada apdés a adicdo do FM-DMSA ao meio de
cultura, por até 72 horas (VALOIS et al., 2010) e com outros estudos em que a
exposicao de macrofagos murinos a concentracbes entre 1 e 100 pgFe/mL de
nanoparticulas superparamagneéticas de 6xido de ferro (Ferucarbotrano) néo alteram
a viabilidade celular nos ensaios de MTT e azul tripan, mesmo com a alta
internalizacdo dessas particulas; apesar de influenciarem as funcgdes fisiologicas,
inclusive a resposta imune celular e humoral (HSIAO et al., 2008).

Outros tipos celulares incubados com nanoparticulas magnéticas de ferro
recobertas com DMSA em concentracdes de até 100 pg/mL também néo
apresentaram citotoxicidade em ensaios de viabilidade celular com avaliacdo de
atividade mitocondrial, ciclo celular, morte por apoptose, producdo de espécies
reativas de oxigénio e fragmentacdo de DNA (LIU et al., 2010; WILHELM; GAZEAU
et al., 2008).

Em alguns estudos h& citotoxicidade de nanoparticulas de ferro recobertas
com DMSA (AUFFAN et al., 2006; PISANIC Il et al., 2007). PISANIC Il et al. (2007)
avaliaram, ndo apenas a viabilidade celular, mas também outros parametros

importantes como alteracbes no citoesqueleto, adesdo das células ao substrato,
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diferenciagao e formagéo de contato intercelular de neurdnios, observando, nesse
estudo, alta toxicidade e altera¢gbes funcionais em concentragdes de ferro superiores
a 1,5 mM. Estudos com alta concentracdo de ferro sdo essenciais para avaliar os
efeitos das nanoparticulas, uma vez que em muitas aplicacdes biomédicas ha a
necessidade de grande quantidade de particulas dentro das células. Os resultados
obtidos no presente estudo representam concentragdes relativamente altas de ferro
0,03 mgFe/mL (0,53 mM) e 0,06 mgFe/mL (1,06 mM) e, como nao foi observada
toxicidade, ha boa expectativa para a utilizacdo do FM-DMSA em aplicacdes que
requeiram altas concentracbes intracelulares de nanoparticulas como o
direcionamento de farmacos e a lise celular por magnetohipertermia. Contudo, os
tempos avaliados foram curtos, de no maximo 12h, sendo necessarias investigacoes
em tempos mais longos e em diferentes tipos celulares. Vale ressaltar que mesmo
em altas concentracdes de ferro, auséncia de cobertura e intervalos de tempo
maiores (até 72h), nanoparticulas magnéticas de magnetita ndo apresentaram
citotoxicidade em células hepaticas e pulmonares humanas (LIU et al., 2009).

Sendo que as nanoparticulas de oxido de ferro também podem causar efeitos
independentes da internalizacdo, principalmente pela toxicidade da cobertura das
nanoparticulas (LIN at al., 2008; SOENEN; CUYPER et al., 2009), a auséncia de
citotoxicidade observada para o FM-DMSA corrobora com a hipétese de que a
cobertura dessas nanoparticulas realmente possui uma combinacdo de
caracteristicas como, por exemplo, as suas cargas negativas, que as tornam
biocompativeis.

Enquanto nanoparticulas sem cobertura provocam grande internalizagdo com
significativa morte celular, sendo a producdo de espécies reativas de oxigénio uma
das principais causas da morte celular, as particulas recobertas com substancias
hidrofilicas apresentam menor citotoxicidade, (LIN at al., 2010; SOENEN; CUYPER
et al., 2009). Embora néo seja possivel concluir que 0 FM-DMSA induz uma menor
producdo de espécies reativas de oxigénio, pelo menos, pode-se concluir que os
danos celulares, caso elas sejam liberadas pelas células, estdo minimizados.

Vale novamente ressaltar que a aglomeragdo € outro fator importante na
toxicidade das nanoparticulas magnéticas. Estudos de viabilidade por MTT com
nanoparticulas de ferro superparamagnéticas recobertas com alcool polivinilico
(PVA), por exemplo, tiveram sua viabilidade aumentada com a menor aglomeracao

das nanoparticulas pelo controle da concentracdo de PVA (MAHMOUDI et al.,
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2009). No presente estudo, os ensaios de estabilidade permitiram determinar as
concentragfes ideais das solugbes utilizadas na cultura de células, impedindo a
aglomeracao das nanoparticulas e, consequentemente, possiveis reacdes toxicas
decorrentes da aglomeracéo.

Uma importante caracteristica dos macrofagos € a habilidade em produzir
citocinas pro-inflamatoérias IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a e IL-12 e anti-inflamatorias I1L-10 e
TNF-a em reposta a um estimulo. Por sua vez, o balanco da producédo de citocinas
pré e anti-inflamatérias é essencial para compreender a complexa atuacdo do
macrofago (CHUNG et al., 2006).

Estudos in vitro com nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro,
recobertas com dextran, ndo demonstraram inducdo na producédo de IL-1 e IL-6 em
monacitos incubados por 24h com 1mg Fe/mL (ENGBERINK et al., 2007). MULLER
et al. (2007) também néo observaram aumento da producéo de IL-12, IL-10, IL-1b e
TNF-a, in vitro, por macréfagos derivados de mondcitos na presenca de
nanoparticulas superparamagnéticas de Feumoxtran-10. Macréfagos peritoneais
incubados por 48 horas com Ferumoxtran-10 em concentracdes de 100 e 500mg/mL
também ndo aumentaram significantemente a producdo de IL-1 (RAYNAL et al.,
2004). Esses estudos corroboram os resultados do presente trabalho em que néo
ocorreu aumento significativo na producédo de IL-1B (figura 19) e TNF-a (Figura 20).
Até mesmo para a producdo de IL-6, que apresentou diferenca significativa apos a
adicdo do FM-DMSA, os niveis sdo muito baixos podendo nao representar um
importante aumento para ac¢do imunoldgica desses macréfagos (figura 21).

No entanto, em nosso estudo, observou-se aumento na liberacdo de TGF-B in
vitro para macrofagos peritoneais; 0 que ndo ocorreu para 0os macréfagos alveolares,
0S gquais mantiveram sua expressao basal de TGF-B (figura 17). Poucos estudos
relatam o aumento da producdo de TGF-f em resposta a incubagdo com
nanoparticulas, porém observou-se in vivo 0 aumento dessa citocina apos a
instilacao intratraqueal de nanoparticulas de platina e nanoparticulas de oxido de
ferro no lavado bronco alveolar de camundongos. Os autores relacionam essa
observacdo a producdo de matriz extracelular para o reparo tecidual nas etapas
inflamatorias iniciais (PARK et al., 2010a; PARK et al., 2010b).

O TGF-B pode agir aumentando e impedindo a degradacdo da matriz
extracelular, possuindo papel central no estimulo para a producéo de colageno 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 auséncia de produgéo de
TGF-B para macréfagos alveolares, observacdo que corrobora o fato de fibroses
pulmonares associadas as nanoparticulas magnéticas ndo serem comuns, sendo
gue 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 producédo de TGF-B para macréfagos peritoneais ocorreu,
sendo importantes futuras avaliacbes para aplicacdo do fluido magnético na
cavidade peritoneal.

O aumento da producédo de TGF-B ndo estd necessariamente relacionado a
fibroses; pois, uma vez produzida pelo macrofago, essa citocina desempenha
diversas funcdes além da atracao de fibroblastos para reparo da matriz, tais como a
atracdo de neutrofilos, recrutamento e diferenciagdo de mondcitos em macréfagos,
migracao e proliferacdo de células epiteliais, reducéo da expressao de receptores de
fagocitose em macréfagos e da producdo de EROs e inibicdo da producédo de
citocinas proé-inflamatérias como IL-1, TNF-qa, IL-8. (KOBAYASHI et al., 2010; LI et
al., 2006; LINGNAU et al.,, 2007). Essas duas ultimas func¢Bes dessas citocinas
podem ser importantes para os macréfagos incubados com o FM-DMSA, uma vez
que o aumento da internalizacdo nao foi observado para os macrofagos incubados
com soro, a viabilidade manteve-se estavel em todos 0s grupos experimentais e 0
padrao de producao de IL-1p e TNF-a e IL-6 observados nédo revelam uma grande e
homogénea atividade pré-inflamatoria.

O aumento da producéo de IL-10 (Figura 18) foi proeminente apenas para 0s
macrofagos peritoneais incubados com BSA, ou seja, aqueles que apresentaram
também uma maior internalizacdo de nanoparticulas. O aumento da producéo 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 producao
de IL-10 no sangue periférico de camundongos tratados intravenosamente com
nanoparticulas magnéticas de magnetita sendo que quanto maior a concentragcéao de
nanoparticulas administradas, menor era a producdo dessas citocinas (CHEN et al.,
2010).

Assim como o TGF-B, a producéo de IL-10 pode estar relacionada a ativacao
alternativa dos macrofagos para inducéo do reparo tecidual e reducdo da producéo
de IL-1B, TNF-qa, 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 topico de nanoparticulas de prata para queimaduras, por exemplo,
promove esse padréo de correlacédo entre a alta producao de IL-10 e a baixa de IL-6,
sendo que com a diminuicdo de IL-10 a producdo de IL-6 aumenta (TIAN et al.,
2007).

No presente estudo observa-se que o0s macréfagos peritoneais tiveram
elevada producdo de IL-10, associada a baixa producdo de TNF-a, IL-1B (na
presenca de BSA e de soro de camundongo) e de IL-6 (na presenca de soro), apos
2h de incubagdo com FM-DMSA. A diferenca significativa na dosagem de IL-6 para
macréfagos peritoneais associados ao FM-DSMSA na presenca de soro pode
representar uma inibicdo pouco acentuada de sua producdo. E importante ressaltar
que o tempo de estudo pode ser curto para avaliar esse tipo de padréo de inibicdo
de citocinas, sendo necessario avaliar tempos mais longos para determinar a
ocorréncia de uma inibicdo da producéo de TNF-a IL-13 e IL-6 em decorréncia do
aumento de IL-10. Além disso, in vivo essas citocinas desencadeiam uma resposta
sistémica levando a producéo de outras moléculas, como o fator de crescimento de
hepatécito, que sdo capazes de aumentar sua producdo na presenca de IL-10 e,
entdo, reduzir a producdo de outras citocinas como a IL-6 por macrofagos
(KAMIMOTO et al., 2009).

Embora os niveis dosados de IL-6 sejam baixos, 0 aumento significante em
relacdo ao controle da producdo dessa citocina pelos macréfagos peritoneais
incubados com FM-DMSA, em meio de cultura RPMI-1640 com soro de
camundongo, pode estar indicando o seu papel antiinflamatério (figura 21). A IL-6
geralmente age como uma citocina pré-inflamatéria durante uma inflamacé&o crénica
permitindo o acumulo exagerado de células mononucleares, mas em uma
inflamacéo aguda ela é responséavel por atuar reduzindo a quantidade de neutrofilos
e estimulando o recrutamento de macrofagos para a resolucdo da inflamacéao
(KAPLANSKI et al., 2003).

Conforme observado no presente trabalho, estudos in vitro com
nanoparticulas superparamagnéticas também revelaram que o0 aumento da
producéo de IL-10 por macrofagos esta relacionado a inibicdo da producédo de TNF-
a (SIGLIENTI et al., 2006). Outros estudos demonstram que macrofagos expostos a
nanoparticulas superparamagnéticas em altas concentracdes de ferro (100mg/mL)

apresentam significante producdo de TNF-qa, ja em concentra¢cdes mais baixas (10
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mg/mL) essa producdo ndo € observada (HSIAO et al, 2008). As concentragdes
utilizadas foram bem menores que as testadas por HSIAO e colaboradores (0,03
mgFe/mL e 0,06 mgFe/mL), podendo justificar a baixa producdo de TNF-a. Além
disso, o TNF-a pode ser responsavel pelo estimulo da producéo de EROs (KIM et al,
2010; SAKON et al, 2003) afetando a viabilidade celular, mas ndo houve
citotoxicidade dessas nanoparticulas no presente estudo. Nanoparticulas
superparamagnéticas de oxido de ferro associado a sulfato de protamina também
nao apresentaram aumento na producédo de TNF-a in vitro (JANIC et al., 2008). In
vivo, a producédo de citocinas pode ter um padrdo diferenciado devido a resposta do
organismo, talvez por isso tenha havido produgédo de TNF-a no pulméo de
camundongos apos a administracdo intravenosa de FM-DMSA (VALOIS et al, 2010).

Observa-se que o padréo para a producao de citocinas € bem diferenciado
entre macréfagos alveolares e peritoneais, isso porque macrofagos de diferentes
origens apresentam caracteristicas proprias quanto ao tipo de moléculas produzidas
e funcbes desempenhadas no organismo. Um estudo in vivo, por exemplo,
demonstrou que a internalizacdo de nanoparticulas magnéticas aumenta a producao
de TNF-a em macrdéfagos peritoneais de ratos, mas ndo de camundongos, indicando
que diferentes tipos de macrofagos podem responder de forma distinta as
nanoparticulas (SIGLIENTI et al, 2006; SUZUKI et al., 2008; XU et al., 2006). Essa
observacdo foi corriqueira nos resultados do presente estudo, uma vez que 0S
macrofagos alveolares néo apresentaram alteracdo na producdo de citocinas
mesmo para 0S grupos em que houve maior internalizagdo, por outro lado os
macréfagos alveolares apresentaram elevada producdo de IL-10 e TGF-f quando

incubados com o FM-DMSA, em relacdo aos controles.
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7 CONCLUSAO

Durante a avaliacao dos efeitos do FM-DMSA sobre macrofagos peritoneais e
alveolares, na presenca de BSA ou soro de camundongo, as nanoparticulas
magnéticas utilizadas permaneceram estaveis, possibilitando a avaliacdo das
atividades dos macrofagos em diferentes condi¢cdes experimentais que resultaram
em variacdes no padrao de internalizacéo celular das nanoparticulas e na producéao
de citocinas, sem alteracdo da viabilidade celular. Portanto, a partir dos resultados

obtidos neste estudo, é possivel concluir que:

* As nanoparticulas do FM-DMSA permanecem estaveis nas concentracfes 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 néo é tdxico para os macréfagos incubados com as nanoparticulas
nas concentragdes de 0,03 mgFe/mL e 0,06 mgFe/mL em RPMI-1640 com BSA
ou soro de camundongo;

* Macrofagos peritoneais e alveolares ndo apresentam internalizacdo das
nanoparticulas em meio de cultura RPMI-1640 com 4,5% de soro de
camundongo, o que indica a auséncia de ativacdo do sistema complemento;

* A internalizacdo das nanoparticulas por macréfagos peritoneais e alveolares é
estimulada na presenca 1,5% ou 2,5% de BSA, revelando que o BSA apresenta
potencial para as aplicacbes biomédicas que exigem altas concentracdes
intracelulares de nanoparticulas;

« Ocorre uma baixa atividade proé-inflamatéria pelos macréfagos alveolares e
peritoneais incubados com o FM-DMSA, que produzem IL-13, TNF-a e IL-6 em
niveis basais;

« Ocorre a predominancia de uma acao antiinflamatéria pelos macréfagos
peritoneais quando incubados com o FM-DMSA, pois houve aumento na
liberacdo de TGF-B na presenca de soro de camundongo e de BSA e na
liberacdo de IL-10 na presenca de BSA;

« Os macréfagos alveolares ndo apresentam uma proeminente resposta
antiinflamatoria ao serem incubados com FM-DMSA, confirmando que células

diferentes podem ser estimuladas de forma distinta pelas nanoparticulas.
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