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RESUMO

Introducao: A marcacgdo e o rastreamento de células-tronco in vivo sdo técnicas
ndo invasivas que permitem visualizar o deslocamento das células dentro do organismo
e 0 quanto efetivamente elas migram para locais patologicamente afetados, a fim de
aperfeicoar terapias celulares. Alguns materiais comumente usados como marcadores
de células-tronco sdo nanoparticulas metdlicas; entretanto, sabe-se que estes
componentes podem ser prejudiciais para as células receptoras, tornando-se importante
a realizacdo de estudos preliminares de biocompatibilidade antes de marcar e rastrea-
las in vivo. Objetivo: Verificar se nanoparticulas de 6xido de ferro e de ouro, ambas
funcionalizadas com 4&cido 2,3-dimercaptosuccinico (DMSA), podem atuar como
tracadores para células-tronco mesenquimais de polpa dental (pdCTMs), sem afetar sua
fisiologia e, ao mesmo tempo, permitindo a visualizacdo e rastreamento destas por
microtomografia computadorizada em um modelo murino de fibrose pulmonar.
Métodos: a) A toxicidade de ambas as nanoparticulas sobre as pdCTMs foi avaliada
através de ensaios de viabilidade celular com MTT e Azul de Tripan; das analises
morfolégicas das células marcadas em microscopia de luz; e da andlise em microscopia
eletronica de transmissao (MET). b) A visualizagdo e mensurag¢do da interiorizacao das
nanoparticulas Fe-DMSA foi realizada por meio da técnica de coloracdo “Azul da Prussia”
e pela dosagem colorimétrica deste corante, respectivamente. A visualizacdo e
quantificacdo do uptake das nanoparticulas Au-DMSA foi realizada por andlise em
microscopia confocal e por espectrometria de emissdo éptica com plasma acoplado
indutivamente (ICP-OES), respectivamente. c) Verificou-se se houve alteracdes de
parametros fisioldgicos como: diferenciacdo osteogénica e adipogénica; taxas de
proliferacao; e supressao linfocitaria nas pdCTMs marcadas com as nanoparticulas. d)
Empregou-se o modelo murino de fibrose pulmonar, induzida por bleomicina, para dar
suporte tedrico sobre a migracdo das pdCTMs marcadas quando inoculadas por duas
vias de administragdo: intravenosa e intranasal. e) Testou-se o uso da Fe-DMSA e da Au-
DMSA como tracadores de pdCTMs, verificando a eficiéncia de deteccao destas, em
microtomografia computadorizada. Apés a inoculacio de 5x10° células marcadas em
camundongos, estes foram analisados diariamente no equipamento. Resultados: Nao
houve redugdo estatisticamente significativa da viabilidade das pdCTMs e nao foram
detectados, em microscopia de luz, sinais caracteristicos de morte celular na presenca

do Fe-DMSA e Au-DMSA, em todas as concentragdes testadas. Fotos obtidas por MET
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comprovaram a presenca destas nanoparticulas no citoplasma celular: observou-se as
Au-DMSA e as Fe-DMSA associadas a algumas organelas, principalmente mitocondrias,
provocando alteragdes ultraestruturais nestas. Assim, estas imagens sugerem toxicidade
mitocondrial e formacdo de corpos apoptoticos, principalmente nas pdCTMs expostas ao
Fe-DMSA. Os testes de mensuracao de interiorizacdo indicaram uma quantidade média
de 17 picogramas (pg) de Fe-DMSA em cada célula e 4 pg de Au-DMSA/célula. Também
ndo houve alteracdes significativas das taxas de adipogénese e osteogénese; das curvas
de crescimento e da inibicdo de proliferacdo linfocitaria entre pdCTMs marcadas e ndo
marcadas. Apesar da biocompatibilidade entre as nanoparticulas e as células, tanto o Au-
DMSA quanto o Fe-DMSA ndo puderam ser detectados no microtomoégrafo, ap6s serem
incorporados pelas pdCTMs. Conclusdées: Embora assegurado, em termos de
biocompatibilidade, o uso de Fe-DMSA e Au-DMSA como marcadores de pdCTMs, estas
nanoparticulas metdlicas mostraram ndo ser adequadas para visualizacdo e
rastreamento in vivo das células por microtomografia, tendo em vista que nao foram

detectadas pelo equipamento, nas concentragdes testadas.

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais de polpa dental; nanoparticulas de 6xido
de ferro; nanoparticulas de ouro; biocompatibilidade; = microtomografia

computadorizada.



ABSTRACT

Introduction: Labeling and Tracking stem cells in vivo are noninvasive
techniques that allow visualizing the movement of cells within the body and how
effectively they migrate to pathologically affected sites, in order to improve cellular
therapies. Some materials commonly used as stem cells markers are metallic
nanoparticles; however, it is known that these components can be prejudicial to
receptor cells, hence it is important to perform preliminary biocompatibility studies
before label and track them in vivo. Objective: Assess if iron oxide and gold
nanoparticles, both functionalized with 2,3-dimercaptosuccinic (DMSA) acid, can act as
tracers for mesenchymal stem cells from dental pulp (dpMSCs), without affecting their
physiology and, at the same time, allowing the visualization and tracking of these in a
computed microtomography apparatus, based on an experimental model of pulmonary
fibrosis. Methodology: a) The toxicity of both nanoparticles on dpMSCs was assessed by
MTT and Trypan Blue viability assays; by morphological analysis of labeled cells under
light microscopy; and by analysis in transmission electron microscopy (TEM). b) The
visualization and measurement of nanoparticles Fe-DMSA uptake were performed by
"Prussian Blue" staining technique and by colorimetric dosage of this dye, respectively.
Visualization and uptake quantification of Au-DMSA nanoparticles were performed by
confocal microscopy and analysis by optical emission spectrometry with inductively
coupled plasma (ICP-OES), respectively. c) Changes in physiological parameters, such as
osteogenic and adipogenic differentiation; proliferation rates; and lymphocyte
suppression, were checked in labeled dpMSCs. d) A murine model of pulmonary fibrosis,
induced by bleomycin, was employed to give theoretical support about the labeled
dpMSCs’ migration when inoculated by two routes of administration: intravenous and
intranasal. e) After inoculation of 5x10 ® labeled cells in mice, these were analyzed daily
in the microtomograph in order to detect uptaken Fe-DMSA and Au-DMSA, checking
their efficiency as tracers of dpMSCs. Results: There was no statistically significant
reduction in the dpMSCs viability and characteristic signs of cell death were not detected
by light microscopy analysis, after Fe-DMSA and Au-DMSA uptake, at all concentrations
tested. Photos obtained by TEM confirmed the presence of these nanoparticles in the
cytoplasm: Fe-DMSA and Au-DMSA were observed associated to some organelles,
especially mitochondria, causing structural changes there. Hence mitochondrial toxicity

and formation of apoptotic bodies was observed, especially in dpMSCs exposed to Fe-
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DMSA. The uptake measurement tests indicated an average amount of 17 picograms
(pg) of Fe-DMSA per cell and 4 pg of Au-DMSA per cell. There were also no significant
changes in adipogenesis and osteogenesis; growth curves and inhibition of lymphocyte
proliferation between labeled and unlabeled dpMSCs. Although the biocompatibility
between both nanoparticles and cells was proved, Fe-DMSA as well as Au-DMSA could
not be detected in microtomograph after being incorporated by dpMSCs. Conclusions:
In terms of biocompatibility, the use of Fe-DMSA and Au-DMSA as tracers for dpMSCs
was assured. However, these metal nanoparticles shown to be not suitable for
visualization and tracking of these cells in vivo by computed microtomography,

considering that they were not detected by the equipment, at the concentrations tested.

Keywords: Dental pulp mesenchymal stem cells; iron oxide nanoparticles; gold

nanoparticles; biocompatibility; computed microtomography.
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marcadas com Au-DMSA. Em (B), as setas brancas evidenciam algumas das
nanoparticulas de maghemita interiorizadas; enquanto em (C) as setas pretas apontam
exemplos de nanoparticulas de ouro interiorizadas. Nu: nucleo celular; M: mitocondrias.
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pdCTMs nao diferenciadas (A,B,C) e pdCTMs diferenciadas (D,E,F) , coradas com
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Figura 21. Curvas de proliferacao de células-tronco mesenquimais de polpa dental.
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1. INTRODUCAO

1.1 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS (CTMs)

Células-tronco, por definicdo, sao células indiferenciadas capazes de se
autorrenovar e de se transformar (em um processo conhecido por diferenciagdo celular)
em células especializadas!2. Diante disso, as fungdes fisiologicas das células-tronco no
organismo sdo: promover o crescimento e matura¢do do organismo; e atuar como
“reservatorios”, ou seja, repor as perdas celulares naturais ou causadas por injurias,
mantendo, até certo ponto, a homeostase normal dos tecidos?.

A partir do estudo da biologia das células-tronco, surgiu uma hip6tese conhecida
por “Populagdes hierarquicas”: as células-tronco estao funcionalmente organizadas por
meio de um sistema, o qual se origina a partir de uma célula indiferenciada e com grande
capacidade de diferenciacdo; ao mesmo tempo em que sua progénie torna-se cada vez
mais especializada e apta a desempenhar fung¢des especificas, esta perde gradativamente
a habilidade de proliferar e transformar em tipos celulares diferentes?.

Diante disso, os varios tipos de células-tronco sao classificados de acordo com
seu potencial de autorrenovacdo/diferenciacio em: totipotentes, pluripotentes e
multipotentes!34. As células totipotentes (zigoto e as células da moérula) podem se
diferenciar em todas as células embrionarias e extraembrionarias. As células
pluripotentes, ou embriondrias, sao derivadas a partir da massa interna do blastocisto
sendo capazes de originar todos os tipos celulares do embrido, mas ndo originam um
novo individuo, por nao poderem se diferenciar em todas as células extraembrionarias.
Por fim, as multipotentes, ou adultas, geram células dos tecidos do qual sao
provenientes, portanto, um niamero limitado de células especializadas; sao responsaveis
também pela constante renovacgdo celular que ocorre em nossos 0rgaos.

Devido a tais propriedades, as potencialidades das células-tronco sao enormes e
seu uso potencial tem gerado uma série de expectativas para tratamento de doencas
antes incuraveis, por exemplo. Pode-se esperar um novo tipo de Medicina a partir da
evolucdo das pesquisas atuais®. Entretanto, ao mesmo tempo em que as células-tronco
ganharam destaque devido aos seus beneficios, o uso de alguns tipos ainda causa muita
polémica devido a forma de como elas sao isoladas. Este é o caso das chamadas células-

tronco embrionarias, as quais sdo capazes de se transformar em qualquer célula do



corpo, mas que sdo obtidas a partir da “massa interna” de blastocistos humanos,
destruidos durante o procedimentol,

Ao mesmo tempo em que alguns grupos de pesquisa do mundo todo buscam
obter um tipo celular com potencial préximo ao das células-tronco embrionarias, outros
vislumbram a possibilidade de desenvolver novas alternativas terapéuticas com as
chamadas células-tronco adultas (CTAd), ou residentes’. As CTAd em geral podem ser
pluripotentes, multipotentes, oligopotentes ou unipotentes. Estas tém sido isoladas de
diversas partes do corpo, sendo possivel, em alguns casos, expandir seu namero in vitro,
permitindo que sejam estudadas. Ao longo dos anos, diversos centros de pesquisa tém
testado o potencial terapéutico das diferentes células-tronco adultas, tanto em modelos
animais quanto em estudos clinicos com pacientes!’.

Durante a década de 70, Friedestein et al isolaram uma linhagem de células
precursoras multipotentes, aderentes e fusiformes, a partir de amostras de medula
6ssead-11, Experimentos seguintes, realizados in vitro, demonstraram uma capacidade
formadora de col6nias associada a estas, as quais foram entdo definidas como “unidades
formadoras de coldnias de fibroblastos”. Além disso, estas células tinham o potencial de
se diferenciar em condrocitos, adipdcitos e osteoblastos na presenca de indutores
especificos. Foi sugerido que estas células formariam uma camada estromal que é
essencial para a manuten¢do da hematopoese; no entanto, foi a capacidade de
diferenciacdo que atraiu maior interessell.

Anos mais tarde, varios grupos também isolaram tais células; fato que resultou
em uma variagdo da nomenclatura utilizada na literatura para referir-se a estas: “células
estromais multipotentes”, “células-tronco ndo hematopoiéticas”, “células progenitoras
estromais”, entre outros!2, A fim de padronizar uma nomenclatura para estas células, a
Sociedade Internacional de Terapia Celular entdo as definiu como células-tronco
mesenquimais (CTMs), e estabeleceu que elas devessem satisfazer os seguintes critérios
minimos: 1) serem aderentes ao plastico quando mantidas em cultura; 2) expressar um
conjunto de antigenos de superficie celular, tais como CD13 (Gp150), CD29 (1 integrin),
CD44 (hyaluronate receptor), CD49e (5 integrin), CD54 (ICAM-1), CD73 (SH3, SH4),
CD90 (Thy-1), CD105 (endoglina) e HLA classe 1, bem como a ndo expressao (ou
expressao em baixos niveis) de marcadores de mondcitos, macroéfagos, células B e de
células hematopoiéticas e endoteliais como CD14 (LSP-R), CD31 (endotelial related
antigen), CD34 (Gp105-120), CD45 (LCA) e CD133 (AC133) e HLA-DR (G46-6); e 3)



serem capazes de diferenciar-se em osteoblastos, adip6citos e condrocitos in vitro na
presenca de indutores!3. Outros marcadores de superficie observados nas CTMs sdo o
STRO-1 e o CD146, fato que sustenta a hipdtese de que as CTMs tenham origem
perivascular e fornecem um microambiente que permite que outras células mantenham-
se num estado indiferenciado®4-16.

Nos anos seguintes, outras propriedades das CTMs foram descritas, tornando-as
cada vez mais atraentes para os pesquisadores. Primeiramente, estas células sao
bastante apreciadas pelo facil isolamento, pela rapidez de proliferacdo e pela
multipotencialidade. Em segundo lugar, as CTMs sao descritas como positivas para MHC
I, e negativas para as moléculas co-estimulatérias CD40, CD80 e CD86, sendo
consideradas portanto nao-imunogénicas, ou seja, a implantacdo em um hospedeiro
pode ndo desencadear uma resposta imunossupressoral?.

Entretanto, cabe ressaltar que ha certa dificuldade de se obter células de medula
6ssea originadas de pacientes saudaveis. Além disso, como o procedimento necessario
para extrair CTMs humanas a partir da medula 6ssea é a aspira¢do, as desvantagens
associadas a esta técnica devem ser levadas em consideracdo: desconforto, dor e/ou
estresse podem ser provocados no paciente durante a coleta do tecido; além do risco de
provocar infeccdes no local. Por causa destas e outras complica¢cdes, buscou-se e
descobriram-se novas fontes de CTMs: tecido adiposo, corddo umbilical, amnio, placenta
e tecidos orais. No entanto, parecem existir diferencas entre os fen6tipos, assim como a
qualidade e quantidade das células coletadas em diferentes sitios!8; assim, a medula
6ssea continua sendo o padrao de referéncia de CTMs para estudos basicos e clinicos.

Entre as fontes mencionadas acima, os tecidos orais apresentam CTMs em
relativa abundancia. Isso resultou, a partir dos anos 2000, no isolamento de varias
linhagens de células-tronco: células precursoras do foliculo dental, células-tronco da
polpa dental, células-tronco de ligamentos periodontais, células progenitoras de
ligamentos periodontais, células-tronco da papila apical e células-tronco de dentes
deciduos?®. A origem desta riqueza de células baseia-se no fato de que células-tronco
contribuem para a formagdo da papila e do foliculo dentais, dentina, polpa, cemento,
ligamentos periodontais e gengiva20-26, tecidos estes que podem ser obtidos
simplesmente por meio da extracdo de um dente. Estas linhagens de células-tronco

apresentam marcadores tipicos dos tecidos dsseo, cartilaginoso e nervoso26:27,



Além da facilidade de obtencdo, as CTMs provenientes de tecidos orais tém
apresentado um potencial promissor para a medicina regenerativa. Gragas a sua fun¢do
biologica de formacdo de tecidos mineralizados durante o desenvolvimento dental, as
CTMs dentais apresentam uma excelente atividade osteogénica, tornando-as excelentes
fontes para a fabricacao de tecidos 6sseos em 3D26. Além disso, foi provado que as CTMs
orais podem regenerar lesdes no sistema nervoso, devido a sua capacidade de se
diferenciar em células neuronais?’. Assim, estas células um dia poderao ser utilizadas
para o tratamento de doengas neurodegenerativas.

Em resumo, as caracteristicas das CTMs as tornam candidatas ideais para o uso
em terapias celulares: elas podem ser isoladas a partir de varios tecidos; sao facilmente
cultivaveis e possuem um grande potencial de diferenciacdo. Em termos de aplica¢des
clinicas, as CTMs tem sido testadas em quatro areas principais: regeneracao tecidual;
agentes para terapia génica; melhora da enxertia de células-tronco hematopoiéticas e

tratamento de doengas imunes>11.28.29,

1.1.1. Propriedades migratdrias e imunomodulatérias das CTMs

Sabe-se que o uso de células-tronco em geral para o reparo tecidual requer que
estas se enxertem facilmente no 6rgao alvo. Diante disso, tem sido descrito que as CTMs
sdo capazes de migrar em resposta a varias quimiocinas, tendendo a se deslocar e a se
estabelecer em locais injuriados, onde auxiliam na recuperagdo funcional, processo
conhecido como “homing” (migracao seguido de enxertia). A capacidade migratéria
depende de fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), fator derivado de células
estromais (SDF-1) e fator de célula-tronco (SCF), que estdo expressos em grande
quantidade em tecidos lesados em geral30-33,

Cabe destacar ainda que os mecanismos de acdao das CTMs baseiam-se em: 1)
fusao com as células do tecido lesionado; 2) liberacao de exossomos, vesiculas que
contém microRNAs de interferéncia; 3) transdiferenciacdo; e 4) liberacdo de fatores
paracrinos/enddcrinos que, sobretudo, recrutam células progenitoras do tecido
injuriado para sua reestruturacao3+. Ou seja, além do seu potencial de reparo tecidual, as
CTMs possuem atividade anti-inflamatoéria. O efeito imunomodulatério destas tem sido
demonstrado recentemente a partir da observacdo que CTMs oriundas da medula dssea

sdo capazes de suprimir a proliferacdo de linfécitos T113536, Atualmente, sabe-se que



este efeito esta relacionado a reducao da producao de fator de necrose tumoral (TNF)-a
e de interferon (INF)-y e ao estimulo de interleucina (IL)-10 provocados pelas CTMs; o
que pode influenciar outras células da imunidade inata e da adaptativa. A maturagao de
células dendriticas a partir de mondcitos, células do corddao umbilical e progenitoras
hematopoiéticas CD34+ é inibida, assim como a proliferacdo e atividade das células
Natural Killer (em conjunto com a prostaglandina E2); e a proliferacdo e diferenciagdo
dos linfocitos B11.36:37,

Na ultima década, esta propriedade imunomodulatéria das CTMs atraiu o
interesse de pesquisadores, resultando em muitos ensaios experimentais e estudos
clinicos que tém demonstrado o efeito terapéutico/adjuvante destas células-tronco para
o tratamento de diversas condi¢des clinicas, injirias e doengas autoimunes, por
exemplo: doenca do enxerto versus hospedeiro; artrite reumatoide; doenca de Crohn;

esclerose multipla; diabetes tipo 1; fibrose pulmonar; entre outros3137,

1.2. CTMs E FIBROSE PULMONAR IDIOPATICA

O pulmado é um 6rgao complexo cuja funcdo critica é a promog¢ao das trocas
gasosas. Dessa forma, ele é organizado de modo a formar dois sistemas
interdependentes tubulares: um que carrega sangue e outro que carrega ar, os quais
precisam estar integralmente ligados. Neste contexto, tem destaque os alvéolos,
estruturas delicadas que sao vulneraveis a uma variedade de fatores3s.

Alguns tipos de doencas reumaticas (como a esclerodermia e a artrite
reumatoide), o uso de certos medicamentos e a exposicao a agentes quimicos, ao mofo e
ao fumo provocam pequenas lesdes nos alvéolos. Um quadro clinico que surge como
consequéncia de sucessivas lesdes é a Fibrose Pulmonar Idiopatica (FPI): numa tentativa
de reparar estes danos, ocorre a proliferacdo de fibroblastos, miofibroblastos e
pneumdcitos do tipo II; deposicao de matriz extracelular rica em colageno e inflamagao
cronica. Em outras palavras, ocorre uma reparacdao anormal das pequenas injurias
resultando na substituicao de tecido pulmonar normal por cicatrizes fibréticas, as quais
diminuem a capacidade do pulmdo em transferir gas para o sangue, levando
consequentemente a perda da fung¢do pulmonar38:39,

A FPI é a mais comum e também a mais severa das chamadas pneumonias

intersticiais, que, ao contrario das outras inflamagdes e doengas fibréticas pulmonares,



ndo responde ao tratamento com esteroides e outros potentes agentes
imunossupressivos. Dessa forma, o Unico tratamento com chances reais de cura no
momento é o transplante de pulmao; caso contrario, a sobrevida do paciente dura em
média 3 a 4 anos. Esta falta de tratamentos eficazes para a FPI pode ser uma
consequéncia da compreensao limitada da sua patogenia, apesar do grande nimero de
estudos e teorias propostas343839,

Para melhor compreender a evolugdo das doencas fibroticas pulmonares, foram
desenvolvidos modelos animais que permitiram a identificagdo de células-chave,
mediadores e processos metabdlicos provavelmente envolvidos nestas patologias.
Existem varias técnicas que levam a inducao de fibrose pulmonar em murinos, cada qual
com suas vantagens e desvantagens: administracdo de isotiocianato de fluoresceina
(FITC); exposicdo a irradiagdo; instilacao de silica; introdu¢do permanente de genes de
modo a criar animais transgénicos; administracao de bleomicina, entre outros+0.

0 modelo murinho de fibrose pulmonar induzido por bleomicina é o melhor
caracterizado e mais utilizado atualmente#0. Este modelo tem sido utilizado em estudos
sobre o potencial terapéutico de CTMs para fibrose pulmonar, os quais tém
demonstrado que estas células sdo capazes de migrar em dire¢do aos locais injuriados e
atenuar a evolucao da doenga343941-46 por meio de seus mecanismos paracrinos, anti-
inflamatoérios e imunomodulatérios.

Estes efeitos sdo descritos em detalhes por varios trabalhos na literatura. Por
exemplo, Rojas et al verificaram in vitro que, células oriundas de tecidos pulmonares
injuriados secretam fatores que promovem a migracao de CTMs da medula éssea em
dire¢do ao 6rgao lesionado; sugerindo-se assim que as células-tronco desempenham um
efeito protetor e reparador3?. Ortiz et al, verificaram que além do efeito protetor, as
CTMs eram capazes de impedir a deposicao de colageno e de assumir um fenotipo
semelhante ao das células epiteliais pulmonares#? e, anos mais tarde, relacionaram tais
efeitos ao bloqueio de duas citocinas pré-inflamatérias pulmonares: o TNF-a e o INF-y43,
sendo que esta ultima é uma das principais citocinas detectadas em fluidos pulmonares
de pacientes com sindrome do desconforto respiratério3.

Tem sido reportada também a diferenciagdo das CTMs em células alveolares
epiteliais (também conhecidas como pneumdcitos) do tipo 1 (CAE1) e tipo 2(CAE2) in
vivo3047, Estudos em modelos de fibrose pulmonar induzida por bleomicina

demonstraram que, apés a administracdo intratraqueal e intravenosa de CTMs, uma



pequena por¢do de células transplantadas migraram para o pulmado afetado e
diferenciaram-se em CAE1 e CAEZ2, seguido por uma melhora da fibrose pulmonar 3047,
CTMs humanas sao capazes de diferenciar-se in vitro em células similares a CAE2 que
expressam a proteina surfactante C, quando cultivadas com células mesenquimais
pulmonares fetais#8. Os resultados desses trabalhos comprovam que CTMs sdo
candidatas promissoras para terapias regenerativas para FPI, entretanto ha ainda
preocupagdes remanescentes quanto aos possiveis efeitos pré-fibroticos das CTMs, que
podem agravar a condicao patoldgica de fibroses pulmonares cronicas#4.

Apesar dos varios estudos na area, ndo existe um consenso sobre a quantidade de
CTMs que chegam e permanecem no pulmao apds sua administracdo; seja ela via
intravenosa, intra-arterial ou intratraqueal (figura 1A), as mais utilizadas*°.

Este fato gera muitas duvidas a respeito da melhor via de administracao de CTMs
para tratamentos em pneumologia. Além disso, ndo ha nenhum relato na literatura sobre
a eficcia da administragao intranasal de CTMs (figura 1B), uma via que em pneumologia
seria a mais direta e com pouca chance de causar complicacées; porém feita
anteriormente por alguns grupos de pesquisa em modelos de lesdes e doencas do

sistema nervoso centrals?.

Figura 1. (A) Representacdo de técnica ndo-cirurgica de instilacdo intratraqueal em
camundongos. Cateteres intravenosos atuam como sondas que permitem a administracdo de
liquidos em regido préxima a traquéia. Adaptado de Munder et al (2011)51. (B) Representagdo
de instilagdo intranasal em camundongos. Adaptado de Munder et al (2011)51.



1.3. MARCACAO E RASTREAMENTO IN VIVO DE CTMs

Um dos obstaculos enfrentados na medicina regenerativa é a falta de dados
consistentes e imparciais sobre distribuicdo e sobrevivéncia de células-tronco in vivo, o
que leva a uma frequente dificuldade de interpretacdo dos resultados pos-terapéuticos.
Diante disso, para que o tratamento da FPI (e de varias outras doencas) por meio de
terapias baseadas em células-tronco tenha éxito, é imprescindivel que se saiba: 1) a
melhor rota de administragdo das células para o sitio da lesdo para uma dada condic¢ao;
2) como estas células se distribuem depois que sdo implantadas; 3) e o quao
efetivamente elas migram em direcdo aos sitios patologicamente afetados>2.

0Os métodos que eram comumente utilizados para responder tais questdes eram a
andlise post-mortem e bidpsias seguidas por técnicas histopatolégicas; sendo a ultima
extremamente invasiva e pouco eficiente, por ndo oferecer informagdes sobre o
comportamento das células ao longo do tempo>2.

Uma nova abordagem - marcagdo e visualizacdo de células-tronco in vivo - surgiu
e logo se tornou em um campo de pesquisa bastante ativo. Afinal é uma técnica nao
invasiva, que permite a avaliacdo da migracdo e funcao das células depois de inseridas
em um organismo, aprimorando os tratamentos. Uma visualizagdo in vivo bem sucedida
requer que um agente contrastante seja inserido ou associado as CTMs e exerca um
efeito que possa ser detectado por um sistema de aquisicdo de imagens. Os agentes de
contraste mais atrativos seriam componentes presentes naturalmente nas células, no
entanto, ndo foi identificado até entdo algum que seja detectavel. Diante disso, sdo

utilizados agentes contrastantes exdgenos, cujos efeitos sao detectaveis e controlaveis®3.

1.3.1. Técnicas para rastreamento in vivo de células-tronco

As técnicas comumente utilizadas para o rastreamento in vivo de células-tronco,
marcadas com tracadores, sao: analise em tomografia computadorizada, com emissao de
raios X (TC); analise por bioluminescéncia e/ou fluorescéncia; ultrassom; tomografia
computadorizada por emissao de foton unico (SPECT); tomografia por emissdao de
positrons; ressonancia magnética (RM); ou uma combinacdo destes métodos. A

migracao de CTMs tem sido analisada por RM, cintilografia e por fluorescéncia®3.



A RM surgiu no cendrio clinico como uma ferramenta essencial para o diagnoéstico
de desordens no sistema nervoso central, sendo utilizado para a visualizacdo de 6rgaos
de outros sistemas, anos mais tarde. O principio fisico desta técnica envolve os nucleos
positivamente carregados de atomos de hidrogénio, constituidos por um unico proéton,
cujos spins giram em uma direcdo contraria a do campo magnético; o retorno destes a
direcdo original gera os sinais que sdo detectados pelo equipamento>4. Tais &tomos de
hidrogénio sao abundantes em tecidos que contém agua, proteinas, lipidios e outras
macromoléculas. Assim, a RM é um exame que fornece imagens com grande resolugao e
clareza de qualquer parte do interior do corpo humano. Devido a estas particularidades,
estd técnica é uma das mais utilizadas para o rastreamento in vivo de células-tronco
marcadas e o uso do 6xido de ferro como agente contrastante permite determinar a
posicdo exata destas apds sua insercdo. A interpretacdo de imagens, no entanto, é
complexas>4-56,

A microtomografia computadorizada de alta resolugdao (MTC) tem proporcionado
uma abordagem pratica para a determinacdo da estrutura tridimensional de uma
amostra radiolucida, cuja resolucdo parte da escala micrométrica e se estende até a
submicrométricas7-5%. Isso se da pela emissdo de raios-X de modo a adquirir imagens
bidimensionais sequencialmente, ao mesmo tempo em que a fonte é girada. Em seguida,
estas imagens submetidas a transformacdo de Fourier®?. A metodologia ja é considerada
promissora para aplicagdes nos 6rgaos do sistema nervoso central, nos ossos e dentes e
nos pulmoes>9-61,

Os raios-X emitidos pelo equipamento interagem com os elétrons das amostras
resultando em: interferéncia de fase, emissdo de fluorescéncia, ou absorg¢ao dos elétrons.
Dessa forma, tanto estruturas pobres em elétrons quanto as elétron-densas podem ser
visualizadas na imagem>°.

Sabe-se que os tecidos moles biologicos sao constituidos por elementos de
numeros atomicos pequenos - hidrogénio, carbono, oxigénio e nitrogénio - os quais
produzem pouco contraste em uma imagem de MTC. Para visualiza-los efetivamente, é
preciso utilizar solugdes contrastantes que contém elementos de alto nimero atémico (Z
entre 67 e 83), os quais absorvem os raios-X eficientemente; entre estes se destacam o
6smio, a platina, o mercurio, o tungsténio, o chumbo e o ouro>°.

E possivel observar também, da mesma forma, microestruturas presentes nestes

tecidos moles marcando especificamente seus constituintes com elementos de alto



numero atomico. A partir dessa metodologia, pode-se acompanhar por MTC eventos
como o crescimento tumoral - com uma acuracia semelhante a da RM®2-, além de
estruturas e drgaos especificos62-67,

Mas, diferentemente da RM, os protocolos para visualizagdo de células-tronco em
geral por MTC ainda estdo sendo estabelecidos. A marcagdo e visualizacdo de CTMs por
MTC seria uma nova abordagem pratica a qual beneficiaria varias pessoas, afinal, a RM é
mais cara e menos disponivel na rede publica de satide em comparacdo a TC®. Além
disso, vale destacar que ja foram relatadas a insercao de prata®®, gadolinio’?e de ouro’!
em CTMs, o que pode representar um primeiro passo em direcao a consolidacdo dessa

metodologia no cendrio clinico.

1.3.2. Asnanoparticulas como marcadores para visualizacdo de CTMs in vivo

Frangioni & Hajjar (2004) sugerem quais seriam as caracteristicas de um método
ideal para rastreamento in vivo de células-tronco em geral: 1) os marcadores a serem
usados devem ser biocompativeis e ndo serem téxicos, seja ao nivel celular, seja ao nivel
tecidual; 2) os marcadores ndo podem provocar perturbagdes ou alteracdes genéticas
nas células-tronco; 3) o agente de contraste deve permitir a visualizagdo de uma tnica
célula em qualquer parte do corpo do receptor; 4) A divisdo das células inseridas nao
pode ocasionar a “diluicdo” do marcador; 5) Ndo deve haver transferéncia do marcador
a partir das células-tronco para outras de linhagens diferentes; 6) o marcador deve
permitir a visualizagdo do material mesmo depois de meses ou anos; 7) o método deve
possibilitar a quantificacdo das células em um dado sitio®3.

Tradicionalmente sao utilizados em modelos experimentais in vitro e in vivo
moléculas fluorescentes, is6topos radioativos, imunoensaios e métodos colorimétricos
para melhorar a compreensao de processos fisioldgicos e fisiopatologicos. Muitos destes
métodos envolvem a conjugacdo de moléculas a superficie das células para
rastreamento em tempo real ou a incubacao de tais moléculas apds processamento dos
tecidos.

Como mencionado anteriormente, o rastreamento in vivo de CTMs requer o uso
de agentes de contraste, que permitem a visualizacdo em longo prazo das mesmas e que
ndo sejam téxicos. Os radiois6topos eram comumente utilizados para este fim, no

entanto, por apresentar um tempo de meia vida curto, sua aplicagcdo limita-se apenas a




poucos procedimentos’%73, Qutros marcadores tradicionalmente usados ndo satisfazem
os sete critérios listados acima, cada um apresentando suas vantagens e desvantagens>3.

Diante do avanco da nanotecnologia, na década de 90, surgiram novos materiais
em escala manométrica que possibilitaram melhorias nas terapias baseadas com células-
tronco em geral. Dentre estes materiais, pode-se citar nanofibras que formam pequenas
estruturas que suportam a regeneracao tecidual; carreadores de DNA e proteinas que
auxiliam a inducao da diferenciacdo celular; nanoparticulas metalicas e quantum dots,
cujas propriedades quimicas, dpticas e magnéticas permitem a visualizacdo das células
que os incorporam?#. Estes ultimos logo se tornaram novas opg¢oes de marcadores para o
rastreamento de células-tronco em geral; afinal, além de biocompativeis, estas
nanoparticulas permitem o monitoramento dos padrdes de migracdo e do impacto
destas na regeneracdo em longo prazo727475,

No entanto, alguns potenciais impactos das nanoparticulas metdlicas sobre as
fungdes in vivo ou in vitro das CTMs sao desconhecidos. Sabe-se que metais de transic¢ao,
como o ferro e o cobre, quando acumulados em excesso no citoplasma celular de uma
forma ndao complexada (e ndo em uma proteina ou outro complexo de metal de
prote¢do) atuam como catalisadores de reacdes de oxidagcdo de biomoléculas, logo
aumentam a velocidade da geracdo de radicais livres, aumentando significativamente o
nivel de estresse oxidativo na célula’677. Estes radicais livres contribuem para modificar
aminodcidos (de modo irreversivel), degradar ou agregar proteinas, oxidar bases
nucleotidicas e promover a peroxidagdo lipidica’’. Assim, avaliagdes nanotoxicolégicas
precisas e preditivas tornam-se cada vez mais importantes’879. Algumas reagdes entre
células e nanomateriais comumente exploradas sao: captura celular e mecanismo de
degradacao; efeitos na sinalizacdo celular; perturbacdes de membrana; influencia na
cadeia transportadora de elétrons; producao de citocinas, quimiocinas e espécies
reativas de oxigénio; alteracdes na regulacdo génica; necrose e apoptose; alteracdes na
capacidade de diferenciacao. Tais efeitos podem comprometer a atividade das CTMs, por
exemplo, in vivo.

Existem varias técnicas que permitem caracterizar a interiorizacdo (uptake) de
nanomateriais pelas células e avaliar a toxicidade in vitro e in vivo. A Microscopia
Eletronica de Transmissdo e a Espectroscopia de Fluorescéncia, por exemplo,
possibilitam a visualizacdo da captacdo de alguns tipos de nanomateriais. A viabilidade

celular (preservagdo de estruturas/propriedades celulares) pode ser avaliada in vitro




por ensaios como o MTT (brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol- 2)-2,5-difeniltetrazélio), Azul-
Tripan e coloragdo com rodamina’8-80, Entretanto, deve-se ter cautela na escolha dos
métodos a serem utilizados, pois algumas propriedades destes nanoparticulas -
absorbancia e fluorescéncia - podem causar interferéncias’?:80.

Por fim, é importante destacar que a diluicio de nanoparticulas em meio de
cultivo pode afetar sua estabilidade e favorecer sua agregacdao’?8l. Este evento pode
influenciar a via de sinalizacdo da endocitose e as trajetérias percorridas pelas
nanoparticulas no interior das células, favorecendo ou impedindo a ligagdo a alvos

intracelulares.

1.4. MARCACAO DE CTMs COM NANOPARTICULAS DE OXIDO DE FERRO.

Os materiais comumente utilizados para a producdo de nanoparticulas
magnéticas sdo bastante toxicos para aplicagdes in vivo. Mas, dentre estes materiais, os
oxidos de ferro - magnetita (Fe30s) e a maghemita (y-Fe;03) - sdo tidos como
componentes mais seguros. Além disso, por possuirem ferro em um estado oxidado
(Fe*3), as nanoparticulas magnéticas de maghemita provocam menos danos ao
organismo em comparacao as de magnetitas2.

Para minimizar a agregacdo e favorecer a solubilidade em meio aquoso e em pH
fisioldgico, as nanoparticulas de 6xido de ferro (uma estrutura mista, que geralmente
apresenta os fons Fe*Z e Fe*3), sdo revestidas por substancias biocompativeis: dextran,
carboxidextran, polietileno glicol, poliestireno, silica, entre outross281, Vale lembrar que
a agregacdo, conforme mencionado no item anterior, pode ser prejudicial as células
receptoras.

Considera-se que particulas magnéticas de diametro menor que 30 nm sdo
consideradas superparamagnéticas: uma propriedade bastante apreciada para
aplicacoes bioldgicas, que consiste na magnetizacdao do material apenas na presenca de
um campo magnético externo; apds a retirada deste campo este nao permanece
magnetizado. Diante disso, nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnéticas (Fe-
NPs) se tornaram uns dos agentes contrastantes mais utilizados para marcacdo e
rastreamento de células-tronco em geral, devido ao forte sinal que geram em imagens de
ressonancia magnética. Estes sinais permitem a visualizagdo das células a niveis

microscopicos e fornecem informagdes especificas sobre sua distribuicdo in vivo. No



entanto, é importante ter cautela ao interpretar a migracdo de células marcadas em
longo prazo, pois os sinais emitidos persistem apesar da morte de células transplantadas
e ainda, estas células marcadas podem ser fagocitadas por outras8283.

Além de visualizacdo e rastreamento in vivo, as caracteristicas magnéticas das
nanoparticulas de o6xido de ferro podem ser aplicadas para direcionar as células
marcadas apos sua implantacao: por meio da utilizagdo de imas externos posicionados
sobre o o6rgdo-alvo, é possivel aprimorar o homing destas células nestes locais de
interesse84-86,

Como mencionado anteriormente, a aprova¢do para o rastreamento in vivo de
CTMs marcadas depende de se as nanoparticulas utilizadas ndo sio téxicas a estas ou
provocam qualquer efeito adverso - se hd uma marcagao eficiente sem alteracées no
fenotipo. Diante disso, a inser¢cdo de Fe-NPs em CTMs tem sido estudada por varios
grupos ao longo dos anos; embora nao haja algum trabalho completo, estes grupos tém
sugerido que algumas nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro sao
facilmente internalizadas, biocompativeis e ndo interferem na proliferacio e
diferenciacao de CTMs87-91,

Além da eficiéncia de marcacdo, é facil visualizar e determinar a posi¢do de
células-tronco marcadas apds sua implantacdo em um animal por RM. Vale destacar o
trabalho de Jasmin et al (2011), no qual foi feita uma correlacao entre a concentragdo de
células marcadas e a intensidade do sinal detectado pelo aparelho de ressonancia
magnética®’. O sucesso dessa técnica é descrito por Berman et al (2011) que sintetizam
as principais contribuicbes desta em estudos clinicos voltados para o tratamento de
doengas cardiovasculares e lesdes no sistema nervoso>2. Mas nao ha relatos do uso dessa
técnica no tratamento de doencas do sistema respiratorio, como a fibrose pulmonar.

Entretanto, é importante mencionar que em muitos destes trabalhos foram
utilizadas duas Fe-NPs disponiveis comercialmente -  Feridex/Endorem
(BerlexPharmaceuticals, US/Guerbet France); e Ferucarbotran/Resovist® (Bayer
Schering Pharma AG). A primeira é uma Fe-NP revestida por dextrano, cujo tamanho
varia entre 50-180 nm; enquanto o Ferucarbotran é uma Fe-NP menor (cujo didmetro
varia entre 45-60 nm) revestida por carboxidextrano. Kostura et al (2004) reportaram
um bloqueio da atividade condrogénica associada a marcacdo de CTMs com Feridex, sem
afetar sua viabilidade e proliferacao?2. Além disso, ha relatos de que o Ferucarbotran

exerceu um efeito inibidor sobre o mecanismo de sinalizacao promotor da diferenciacdo



osteogénica®3. Estes dois fatos reforcam a importancia da realizacdo de ensaios de
biocompatibilidade com CTMs antes dos experimentos in vivo.

Uma Fe-NP comumente utilizada em nosso grupo de pesquisa é revestida por
acido meso-2,3-dimercaptosuccinico (DMSA) (figura 2), uma molécula que oferece
grandes vantagens devido aos seus grupamentos quimicos disponiveis (especialmente
0s tidis) que permitem a formagdao de complexos fortes com a superficie das
nanoparticulas e a imobilizacdo de outras moléculas na superficie, como proteinas e
farmacos?49>- Poucos trabalhos relatam a marcacdo de CTMs com nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas por DMSA; recentemente, Wang et al (2011) relataram que
estas nanoparticulas sdo facilmente incorporadas pelas CTMs e o processo de marcacao
nao provoca morte celular/apoptose, nao tem efeito sobre a capacidade de crescimento

das células e nao ha redugao da atividade magnética com o passar do tempo?¢.
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Figura 2. Representacdo esquematica de uma nanoparticula de maghemita recoberta com
DMSA (Fe-DMSA). Fonte: Vallois et al (2009)9.

1.5. NANOPARTICULAS DE OURO COMO POTENCIAIS MARCADORES PARA
RASTREAMENTO IN VIVO DE CTMs POR TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA.

Sabe-se que soluc¢des coloidais de particulas de ouro tém sido utilizadas, desde o
periodo medieval, para colorir vitrais e outras pecas de vidro. Mas foi somente na dltima
década que as propriedades Opticas destes materiais tém sido exploradas em diferentes
areas de investigacdo relacionadas as Ciéncias Bioldgicas: como agente de contraste para
células, tecidos e tumores; como veiculo de entrega de genes e farmacos a alvos

celulares; como promotores de tratamentos hipertérmicos; e como sensores/sondas?’.



As propriedades Opticas exclusivas do ouro em escala nanométrica baseiam-se na
ocorréncia de um fenédmeno conhecido como pldsmons de superficie: ao incidir luz nas
nanoparticulas de ouro (Au-NPs), os elétrons livres na superficie do metal sdo excitados,
de modo a provocar uma oscilacdo coletiva destes, gerando uma onda - o plasmon de
superficie. Como consequéncia desta oscilagdo, observa-se na nanoparticula a exting¢ao
da luz incidente - uma soma do espalhamento e da absor¢éo desta. E esta extingio da luz
que torna as Au-NPs tao atraentes para as aplicacoes biol6gicas mencionadas acima®’.

Diante do fato de que as Au-NPs absorvem fortemente a luz visivel e a espalham,
elas tém sido tradicionalmente utilizadas para marcac¢do, podendo ser detectadas por
uma grande variedade de técnicas: 1) Au-NPs de 20 nm podem ser diretamente
visualizadas por microscopia 6tica em contraste de fase ou de interferéncia; 2) a
microscopia de campo escuro detecta a luz espalhada, sendo que sua cor varia de acordo
com o tamanho e forma das Au-NPs; 3) a absorcao de energia luminosa provoca o
aquecimento das Au-NPs e a transferéncia de calor pode ser observada através de
imagens fototérmicas (photothermal) e fotoacuUsticas (photoacoustic) 28°%; 4) pequenas
Au-NPs emitem fluorescéncia, podendo entdo ser detectadas por microscopia de
fluorescéncia. Todos os métodos mencionados sdo sensiveis o suficiente para permitir a
deteccdo ao nivel de uma unica particula®’. Além disso, devido ao elevado peso atémico,
Au-NPs fornecem alto contraste em imagens de microscopia eletronica de transmissao
(MET)?00,

Por fim, estes materiais dispersam raios-X eficientemente, proporcionando assim
contraste em radiografia e em tomografial01-103, Conforme mencionado na se¢do 2.3.1, a
TC proporciona melhor resolucdo espacial em comparacdo a outras modalidades de
imagem. Esta vantagem torna-se atrativa quando esta técnica é utilizada para
diagnosticar doencas no térax, tais como o cancer de pulmao. Mas, devido a dificuldade
de encontrar um agente de contraste adequado, a utilizacdo de TC tem sido limitadal93.

Tendo em vista que é possivel conjugar grupos funcionais, anticorpos ou
biomarcadores especificos a superficie de Au-NPs, elas tem sido cada vez mais utilizadas
para diagnostico, visualizacdo e tratamento de tumores, oferecendo ainda mais
vantagens que a iodina e outros contrastes tradicionalmente utilizados em T(63.67,68,103-
105, Importante mencionar o trabalho de Astolfo et al (2013)%8, em que células F98
(células de glioma murino) foram marcadas in vitro com Au-NPs e inoculadas em

animais que possuiam tumores em estagios iniciais. A MTC foi utilizada entdo para



visualizar como as células marcadas interagiam com o tumor, monitorando e estudando
seus padroes de crescimento. Este e o relato de Menk et al (2011)1%, os quais também
trabalharam com CTMs, sdo uns dos poucos trabalhos publicados até o presente
momento que envolvem a marcagdo exogena de células com Au-NPs e subsequente
visualizagdo por MTC.

Portanto, as propriedades 6pticas das Au-NPs, em associacdo a melhor resolugdo
espacial e temporal proporcionada pela MTC197, podem dar origem a uma nova
metodologia para rastreamento in vivo de CTMs durante o tratamento da fibrose
pulmonar, havendo relatos na literatura que demonstram que essa proposta pode ser
viavel.

Primeiramente, Ricles et al (2012) reportaram a incorpora¢do bem sucedida de
Au-NPs de varios tamanhos e agentes de revestimento (citrato de sédio e poli-L-lisina)
por CTMs, de modo a ndo causarem efeitos citotéxicos, ndo afetarem a viabilidade e a
capacidade de diferenciacao das células. No entanto, a reten¢do destes marcadores decai
exponencialmente ao longo dos dias, devido a divisdo celular’!. Em segundo lugar, a
visualizacdo in vivo de CTMs marcadas com Au-NPs também ja foi realizada,
empregando-se a ultrassonografia e aquisicdo de imagens fotoacusticas/fototérmicas
em modelos de infarto do miocardio®® ou apds a implantacao de células em musculos de
roedores??; trabalhos estes que avaliaram também a biocompatibilidade entre as Au-
NPs e CTMs.

Por fim, o trabalho que mais se aproximou da proposta acima foi o de Menk et al
(2011) os quais inseriram CTMs marcadas com Au-NPs via intravenosa e as localizaram
em tumores cerebrais utilizando dois sistemas de MTC de contraste de fase (acoplados a

uma fonte de radiacao sincrotron)06,
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Verificar se nanoparticulas de ouro e de 6xido de ferro revestidas por acido
meso-2,3-dimercaptosuccinico (DMSA) podem ser utilizadas como tracadores de
células-tronco mesenquimais de polpa dental (pdCTMs), de modo a ndo alterar a
viabilidade das células e permitir o rastreamento in vivo destas por microtomografia

computadorizada.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Objetivos dos ensaios in vitro

+¢ Avaliar a toxicidade das nanoparticulas de ferro e ouro funcionalizadas com
DMSA, quando em contato com pdCTMs humanas;

¢ Verificar possiveis alteragdes morfolégicas nas pdCTMs provocadas pelas
nanoparticulas interiorizadas;

¢ Avaliar a eficicia de marcagcdo das pdCTMs, determinando a quantidade de
nanoparticulas interiorizadas pelas células;

+¢ Identificar alteragdes de propriedades funcionais caracteristicas das pdCTMs,

como a capacidade de diferenciacao e inibicao de linfécitos T, apés a marcagao;

2.2.2. Objetivos dos ensaios in vivo

¢ Estabelecer um protocolo para inducao de fibrose pulmonar em murinos por
administracao intratraqueal de bleomicina;

¢ Observar a migracdo das pdCTMs para tecidos pulmonares lesionados devido a
acao da bleomicina;

¢ Avaliar a efetividade da inoculacdo de pdCTMs pela via intranasal para o
tratamento da fibrose pulmonar, comparando seu efeito terapéutico com o de uma via
comumente utilizada, a intravenosa;

¢ Verificar se as nanoparticulas, interiorizadas pelas pdCTMs, emitem sinais

detectaveis pelo microtomégrafo, possibilitando a visualizagdo e o rastreamento in vivo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. OBTENCAO E CULTIVO DAS CTMs

As CTMs utilizadas neste estudo foram obtidas a partir de tecidos pulpares sadios
(pdCTMs) e doadas pela dentista Luciana Oliveira Pereira (Registro do projeto no
CEP/Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia: 023/08). Estas células
foram descongeladas e expandidas em meio de cultura Low Glucose Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM-LG) (GIBCO), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB)
(GIBCO), antibiético-antimicético (GIBCO - contendo 10000 Ul/mL de penicilina, 10000
pug/mL de estreptomicina e 25 pug/mL de Anfotericina B) e L-Glutamina (GIBCO - 10
uL/mL). As culturas de pdCTMs foram acondicionadas em estufa a 37°C, atmosfera de
5% de COz e 70% de umidade.

Foi determinado que, durante o cultivo ou os experimentos com as células-
tronco, sua confluéncia ndo poderia ultrapassar os 80%. Além disso, as exposicdes as
nanoparticulas foram realizadas utilizando pdCTMs em terceira passagem, enquanto as
analises de diferenciacdo, proliferacao, morfologia, ultramorfologia e visualiza¢do in vivo
(as etapas que representam as células ap6s a insercao no animal) foram executadas com

pdCTMs em quarta passagem.

3.2. PREPARO E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

Os materiais utilizados para a marcacdo das pdCTMs foram: 1) fluido magnético
contendo nanoparticulas magnéticas de maghemita recobertas com DMSA (Fe-DMSA) e
2) uma dispersdao em meio aquoso de nanoparticulas de ouro revestidas por DMSA (Au-
DMSA). Ambas foram produzidas e cedidas pela Prof2. Dra. Emilia Lima (Instituto de
Quimica - Universidade Federal de Goias).

A concentracdo de ferro presente na solu¢do de Fe-DMSA é de 4,09 mg/mL e as
particulas nesta apresentam um diametro hidrodinamico médio estimado em 55,6 nm *
0,4 e potencial zeta de -43 mV + 0,7. Por outro lado, a concentragdo de ouro na solugao
de Au-DMSA é de 3 mg/mL, cujas particulas tem em média 48,8 nm + 3,0 de diametro e -

40,8 mV * 3,7 de potencial zeta.



A fim de promover a marcacdo das pdCTMs, estes materiais foram diluidos em
meio de cultivo. O Fe-DMSA foi diluido a 15, 30, 60 e 80 pg/mL baseando-se
concentracgdes utilizadas anteriormente no trabalho de Braz (2011)°4, a qual utilizou o
mesmo material em macrofagos peritoneais. Ja o Au-DMSA foi diluido a 52, 90 e 130
ug/mL, de acordo com o descrito por Menk et al (2011)106, os quais usaram a primeira
concentracdao em pdCTMs a fim de visualiza-las por tomografia computadorizada, e por
Mironava et al (2010)198, grupo que observou alteracdes em fibroblastos dermais apds a

marcag¢ao com nanoparticulas de ouro.

3.2.1. Preparo e caracterizacao de nanoparticulas Fe-DMSA

As nanoparticulas de maghemita foram obtidas a partir da oxidacdo de
precursores de magnetita, conforme descrito na literatural®. Primeiramente, a sintese
de nanoparticulas de Fe304 foi feita por meio da mistura de solu¢des aquosas de cloreto
férrico e ferroso (razdo molar 2:1) com solu¢do aquosa concentrada de amoénia, sob
agitacdo vigorosa. O precipitado preto resultante, constituido por magnetita, foi lavado
varias vezes com agua e recolhido com auxilio de um ima. Em seguida, para oxidar a
magnetita para maghemita, a amostra foi adicionada a uma solu¢do contendo 0,16 Mol
de acido nitrico e 0,16 Mol de nitrato de ferro III (Fe (NOz)3) durante 2 horas a 96°C. O
precipitado castanho obtido, constituido por maghemita, foi extensivamente lavado com
solucdo de acido cloridrico 1M e decantado com auxilio de um ima. Por fim, a maghemita
foi dispersa em agua e dialisada contra 4gua desmineralizada.

O 4&cido meso-2,3-dimercaptosuccinico (DMSA) foi adicionado entdo as
nanoparticulas de maghemita de acordo com protocolos descritos na literarural10. 5 mL
da solucao de estoque (0,3 Mol/L) de DMSA (Acros Chemicals) foi adicionada a 25 mL da
dispersdo de nanoparticulas de maghemita em uma razio molar DMSA/Ferro de
11%. Esta mistura foi agitada durante 12 horas a temperatura ambiente. Em seguida, a
dispersao foi dialisada durante 12 horas contra agua desmineralizada a fim de eliminar
o DMSA livre.O0 pH foi ajustado para a 7,0-7,2 e grandes agregados presentes na
dispersao foram removidos por centrifugacdao a 5000 RPM durante 10 minutos.

O teor total de ferro nas suspensdes magnéticas foram determinadas por
espectrofotometria de absor¢do atdmica em um sistema Perkin-Elmer 5000 (Perkin-

Elmer, Norwalk, EUA). A proporcao Fe2*/Fe3* foi determinada pelo método



colorimétrico 1,10-fenantrolina. Dados de difracdo de raios-X (XRD) foram obtidos por
um difratébmetro XRD-6000 (Shimadzu, Kyoto, Japdo). O diametro médio do dominio
nanocristalino (d) foi estimado usando a equacdo de Scherrerlll. Micrografias
eletronicas de nanoparticulas de maghemita foram obtidas com um microscépio

eletronico de transmissao Jeol 1011.

3.2.2. Preparo e caracterizacao de nanoparticulas Au-DMSA

A sintese de nanoparticulas de ouro funcionalizadas com DMSA foi realizada
seguindo o método proposto por Gao et alll2. Primeiramente, 5 mL de uma solu¢do
aquosa de DMSA (1,8x10-3 M) foi adicionada rapidamente a 25 mL de uma solucgao
aquosa de acido clorodurico (6x10-* M) no ponto de ebulicdo. Este sistema foi mantido
sob agitacdo constante durante 15 minutos. Apds arrefecimento até a temperatura
ambiente, a suspensdo coloidal foi dispersa em 4agua, dialisada contra 4gua
desmineralizada e armazenada no escuro.

O teor total de ouro nas suspensdes foram determinadas por espectrofotometria
de absor¢ao atdomica em um sistema Perkin-Elmer 5000 (Perkin-Elmer, Norwalk, EUA).
Micrografias eletronicas de nanoparticulas de ouro foram obtidas com um microscépio

eletronico de transmissao Jeol 1011.

3.3. TESTES IN VITRO

3.3.1. Analise da toxicidade in vitro das nanoparticulas

3.3.1.1. Avaliagdo do metabolismo celular: teste com reagente MTT

A avaliacdo da viabilidade pelo ensaio de MTT (3-(4,5 dimethylthiazolyl-2)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide), baseia-se na redugao deste sal de tetrazolio amarelado a
um produto de formazano insolivel de cor azulada, que ocorre apenas em células
viaveis devido a a¢do da enzima mitocondrial Succinato desidrogenase!l3. No estudo
apresentado neste documento, o protocolo para o teste de MTT foi adaptado de

Borenfreund et al (1988)114.



As pdCTMs, em uma concentracdo inicial de 8,5x10° células/200 pL, foram
semeadas em placas de poliestireno de 96 pocgos e mantidas em estufa até atingirem 60-
70% de confluéncia nos pogos (372C e atmosfera umidificada com 5% de CO2). Em
seguida elas foram incubadas durante 24 horas com 200 pL de meio DMEM-LG
suplementado (grupos controle) ou com 200 pL de solugdes de nanoparticulas diluidas
neste meio nas concentracdes mencionadas na secdo anterior (Fe-DMSA diluido a 15, 30,
60 e 80 pg/mL e Au-DMSA diluido a 52,90 e 130 pg/mL).

Apés a incubacao das pdCTMs com as diferentes solu¢des durante 02, 06 ou 24
horas, o sobrenadante da cultura foi removido e acrescentou-se 150 pL de solucao de
MTT (1 mg/mL) diluida em DMEM-LG suplementado (GIBCO). Como controle, alguns
pocos contendo células marcadas ndo receberam meio com MTT (verificando uma
possivel interferéncia das nanoparticulas nos resultados do teste). Em seguida, a placa
com células foi incubada novamente na estufa, por trés horas, para que ocorresse a
metabolizacdo do sal. Depois, o meio com MTT foi removido e 200 upL de
dimetilsulf6xido (DMSO) foram adicionados em cada poco, dissolvendo-se os cristais de
formazan e resultando em uma solucdo arroxeada, cuja absorbancia a 595 nm foi
medida. A cor mais escura da solugdo estd diretamente relacionada a maior viabilidade
celular. Calibrou-se como solu¢do “branco” 200 pL de DMSO. Foram realizados quatro
ensaios de forma independente, utilizando-se células oriundas de pacientes diferentes.

Tendo em vista que ja foi descrito na literatura que dados de testes MTT, em
células marcadas com nanoparticulas de ouro, sugerem uma reducao significativa da
viabilidade apenas nas primeiras 24 horas de exposicdo!!>, realizou-se um segundo teste
no qual as células foram incubadas durante 24 horas com Au-DMSA a 90 pg/mL e a
viabilidade foi avaliada logo apds a incubacao e também 24, 48 e 72 horas apos a

exposicao.

3.3.1.2. Avaliagdo de citotoxicidade pela coloragdo com Azul de Tripan

0 ensaio de coloragao com o corante Azul de Tripan baseia-se na premissa de que
células viaveis possuem membranas citoplasmaticas integras, impedindo a penetracao
do corante; assim, células mortas sdo vistas na cor azulada e células vivas, brancas!1e.
Para a realizacdo do presente trabalho, adotou-se o protocolo utilizado por Reich-Slotky

et al (2008)117, com algumas modificagdes.



As pdCTMs, em uma concentrag¢do inicial de 5x10* células/mL, foram semeadas
em placas de poliestireno de 12 pogos e mantidas em estufa até atingirem 60-70% de
confluéncia nos pogos (372C e atmosfera umidificada com 5% de COz). Em seguida elas
foram incubadas por 24 horas com 500 pL. DMEM-LG puro (grupos controle) ou com
500 pL de solucbes de nanoparticulas diluidas em DMEM-LG em diferentes
concentracoes. Neste ensaio, apenas duas concentracdes de cada material (Fe-DMSA e
Au-DMSA) foram testados.

Apés a incubacgdo, o sobrenadante da cultura foi removido e as células foram
soltas do fundo dos pogos mediante tratamento com solugao de tripsina-EDTA, contendo
2,5 g/L de tripsina (1:250) e 0,38 g/L de EDTA em solucdo salina balanceada de Hank,
por cinco minutos a 372C. A seguir, a suspensao de células foi transferida para um tubo
de centrifuga contendo o sobrenadante da cultura (com eventuais células mortas) para
inativacao da tripsina e, em seguida, centrifugada por 3 minutos a 2000 RPM.

O sobrenadante foi descartado e as células, ressuspendidas em 1 mL de DMEM-
LG. Uma aliquota de 10 pL desta solucdo foi retirada e misturada a 40 pL de solucdo de
corante Azul de Tripan a 0,4%. Por fim, 10 pL desta suspensao foram aplicadas em uma
camara de Neubauer (GIBCO) e procedeu-se a contagem em duplicata das células vivas e
mortas. Os experimentos foram realizados em quadruplicata e foram realizados trés
ensaios de forma independente, utilizando células oriundas de diferentes pacientes

(n=12).

Andlise estatistica

Os graficos que representam os dados obtidos nos ensaios de MTT e Azul de
Tripan foram criados utilizando-se o programa GraphPad Prism (GraphPad Software
Inc.), versao 6.0. A analise estatistica destes dados foi realizada utilizando-se o programa
SPSS (IBM) versao 17.0.

Para os ensaios com MTT, as absorbancias de cada amostra foram transformadas
em um valor, em porcentagem, a partir de uma compara¢do com as do grupo controle,
cujo valor foi assumido como 100% (todas as células possuem metabolismo normal). Os
valores obtidos a partir desta comparagao foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk para que entdo pudessem ser submetidos ao teste ANOVA one-way (no

caso das amostras marcadas com Au-DMSA) ou two-way (para as marcadas com Fe-



DMSA). O nivel de significancia adotado foi p<0,05. Foram realizados os testes post-hoc
de Tukey e de Dunnet nos casos em que foram detectadas diferencas significativas entre
os tratamentos.

Ja nos ensaios com Azul de Tripan, as porcentagens de células vivas nos grupos
controle e em cada grupo experimental foram comparadas. Os dados também foram
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e posteriormente submetidos a
analise de variancia (ANOVA). Os testes de comparacdo Tukey e Dunnet também foram

empregados, sendo o nivel de significancia adotado de p<0,05.

3.3.1.3. Andlise morfoldgica das pdCTMs em microscdépio 6tico.

As pdCTMs, em uma concentracio inicial de 5 x 10* células/mL, foram semeadas
em placas de poliestireno de 12 pogos. Apods atingir 60-70% de confluéncia, estas foram
incubadas durante 24 horas com 500 pL de DMEM-LG sem soro (grupo controle
positivo), com 500 pL. de DMEM-LG com soro (grupo controle negativo) ou com 500 pL
de meio com nanoparticulas diluidas (grupos tratamento). Cabe ressaltar que, no grupo
controle positivo, as pdCTMs foram mantidas em um regime de deplecao de soro, o que
as leva a entrar em um estado apoptoticol18,

Em seguida, os meios de cultivo foram removidos, as células foram lavadas trés
vezes com tampdo fosfato salino (PBS) e coradas utilizando o kit Instant Prov
(NEWPROV, Parand - Brasil) de acordo com as recomendacgdes do fabricante; as CTMs
foram lavadas novamente com PBS, uma vez coradas.

A forma celular, a presenca de vactiolos, descontinuidade de membrana e outras
caracteristicas que possam indicar morte ou inviabilidade das células aderidas no fundo
dos pocgos das placas foram verificadas utilizando-se um microscépio 6tico invertido

(Axiovert 100, Zeiss).

3.3.2. Quantificacao e visualiza¢do de ferro/ouro intracelular

3.3.2.1. Nanoparticulas de Fe-DMSA

A fim de verificar se as nanoparticulas Fe-DMSA foram bem internalizadas pelas

pdCTMs, foi realizada a coloragdo destas pela técnica do Azul da Prussia. As células



foram semeadas em placas de poliestireno de 12 pog¢os, numa concentragdo inicial de
5x10* células por pogo. Apos atingir 60-70% de confluéncia, elas foram expostas a
solucao de Fe-DMSA, diluido a 80 pg/mL em DMEM-LG suplementado durante 02 e 24
horas (mantidas a 372C e 5% de CO2).

Apés a incubacgdo, os sobrenadantes foram removidos, as pdCTMs fixadas com
paraformaldeido a 4% (Vetec - Quimica Fina, Rio de Janeiro, Brasil) durante 15 minutos,
e lavadas com PBS. Realizou-se em seguida a coloracdo expondo, durante trinta minutos,
as células de cada po¢o a mistura de 250 pL de Ferrocianeto de potassio a 2% (Macron
Chemicals, NC, EUA) e 250 pL de acido cloridrico a 6% (Vetec), mistura essa realizada
imediatamente antes do procedimento. Por fim, as pdCTMs foram contra coradas com
vermelho rapido nuclear 0,5% (Sigma) por cinco minutos. Esta técnica evidencia o ferro
corando-o em azul e contrastando-o nas células entao avermelhadas/rosadas.

O método de coloracdo do Azul da Prussia foi empregado também para estimar a
quantidade de Fe-DMSA interiorizado pelas pdCTMs, determinando-se assim o tempo e
a concentracao que resultam numa maior quantidade de ferro intracelular. A partir da
elaboracdo de uma curva-padrdo, seguindo o protocolo descrito por Boutry et al
(2005)119, foi possivel obter uma reta cuja fungao relaciona a absorbancia a 630 nm da
solucdo de azul da Prussia com a concentragao de ferro na amostra, em mg/mL.

Apébs a obtengdo da curva-padrao, as pdCTMs foram cultivadas em placas de 12
pocos e expostas a solucdes de Fe-DMSA (60 e a 80 ug/mL) durante 2, 6 e 24 horas, nas
mesmas condi¢des de incubagdo. Em seguida, os sobrenadantes foram removidos e
guardados (em tubos tipo eppendorf, um para cada pogo) e as células foram lavadas
duas vezes com 500 pL de PBS, o qual também foi guardado. Em seguida, as células
foram tripsinizadas, sedimentadas, redispersas em PBS e contadas por um contador
automatico (Scepter™, Millipore).

O sobrenadante inicial, o PBS utilizado nas lavagens e os pellets de células (todas
em um volume de 100 pL) foram submetidos a dosagem de ferro pelo método de
coloracdao com Azul da Prussia. Primeiramente, adicionou-se 100 pL de acido cloridrico a
5N as amostras, mantendo-as a 80°C durante seis horas. Depois, transferiram-se as
amostras para uma placa de 96 pogos de poliestireno e adicionou-se a elas 100 pL de
solucdo de Ferrocianeto de potassio a 5%, mantendo-as em agitacdo branda por 15

minutos. Por fim, a placa foi levada ao espectrofotdmetro para medi¢ao da absorbancia



das amostras a 630 nm. Um valor maior de absorbancia indica uma maior concentracdo
de ferro nas solugdes.

Como controle, um grupo de células foi processado antes do Fe-DMSA ser
adicionado aos demais grupos; este representa a quantidade fisioldgica de ferro que

havia nas pdCTMs ao inicio do experimento.

Andlise estatistica

Utilizou-se o programa GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.), versao 6.0,
para a elaboragdo de graficos e a andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se
o programa SPSS (IBM) versao 17.0.

Os dados obtidos durante a elaboracdo da curva-padrdao foram submetidos a
regressdo linear, sendo determinado, neste trabalho, o indice de correlagdo linear
minimo ideal como R?= 0,99. Nos ensaios de dosagem intracelular de ferro, as
absorbancias de cada amostra foram convertidas em quantidade de ferro, em mg/mL, a
partir da equacdo da curva-padrao obtida. As mensuragbes foram realizadas em
triplicata e a média dos valores de cada grupo (controles e experimentais) foram
submetidos ao teste nao paramétrico Kruskal-Wallis. Nos casos em que foram
detectadas diferencas significativas entre os tratamentos, realizou-se o teste Dunn. O

nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

3.3.2.2. Nanoparticulas de Au-DMSA

Tendo em vista que o ouro em escala nanométrica emite fluorescéncial2% pode-se
evidenciar a interiorizagdo do metal nas células marcadas por meio de microscopia
confocal, como feito por Castro-Longoria et al, por exemplo, os quais utilizaram esta
metodologia para evidenciar a sintese intracelular de nanoparticulas de ouro nas hifas
do fungo Neurospora crassal?l. Assim, as pdCTMs foram semeadas sobre laminulas
circulares de vidro estéreis depositadas ao fundo de pocos de uma placa de poliestireno
e expostas as nanoparticulas de Au-DMSA diluidas a 8 pg/mL em DMEM-LG
suplementado durante 24 horas. Apés esse periodo, lavou-se os pog¢os com PBS, fixou-se
as células com paraformaldeido a 4%, e as laminulas com células aderidas foram lavadas

novamente com PBS, marcadas com o corante fluorescente DAPI (4'6'-diamidino-2-



fenilindol) (Life technologies), colocadas em uma lamina e levadas para visualizacdo em
microscopio confocal (Leica TCS SP2, Leica Microsystems) (comprimento de onda de
absorcao: 543 nm; comprimento de onda de emissao: 574-691nm).

Para quantificacao do ouro capturado pelas pdCTMs, estas foram cultivadas em
placas de 12 pogos e expostas a 1 mL de nanoparticulas de Au-DMSA diluidas em DMEM-
LG suplementado, a 90 pg/mL, durante 24 horas. Ap6s o tempo de incubacao, os
sobrenadantes foram removidos e as células foram tripsinizadas, sedimentadas,
redispersas em 1 mL de tampdo, contadas por um contador automatico (Scepter™,
Millipore), sedimentadas novamente e ressuspendidas em 500 pL de tampao.

As amostras foram encaminhadas para mensuracdo de ouro elemental em
espectrometria de emissdao déptica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES) na

central analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Sdao Paulo (IQ-USP).

3.3.2.3. Andlise Ultraestrutural em Microscopia Eletrénica de Transmissdo

As pdCTMs marcadas foram analisadas em microscopia eletronica de transmissao
(JEOL 2011, STEM) ndo somente para confirmar a interiorizacdo de ambas as
nanoparticulas, mas também para verificar altera¢des ultraestruturais decorrentes da
presenca dos metais. Apds a exposicdo das células-tronco com Au-DMSA (90 pg/mL)e
Fe-DMSA (80 pg/mL), elas foram tripsinizadas, sedimentadas, ressuspendidas em
fixador Karnovisky (1965) modificado (2% glutaraldeido; 2% paraformaldeido; 3%
sacarose e 0,005 M de cloreto de calcio diluido em tampao cacoadilato de sédio 0,1M) e
mantidas neste a 42C por 24 horas. Apés a retirada do fixador e lavagens em tampao
cacoadilato de so6dio 0,01M, o pellet de células foi pds-fixado em tetréxido de 6smio a
1%, subsequentemente desidratado em banhos de acetona com concentragoes
crescentes (30%, 50%, 70%, 90%, 100% e 100%) e incluido em resina spurr (Sigma-
Aldrich).

O espécimen, uma vez incluido no bloco de resina, foi cortado (cortes semi-finos e
ultrafinos) em um ultramicrotomo (Leica EM UC7, Leica Microsystems). Por fim,
colocaram-se os cortes obtidos em telinhas de cobre para observacdo no microscépio, o

qual operou a 80 kV.



3.3.3. Andlise dos efeitos das nanoparticulas sobre a fisiologia das pdCTMs

3.3.3.1. Teste de indugdo de diferenciagdo das pdCTMs

Para verificar se ambas as nanoparticulas tém influéncia em uma das
propriedades mais fundamentais das CTMs - a capacidade de diferenciacdo - as células-
tronco marcadas com Fe-DMSA e Au-DMSA foram estimuladas a diferenciar-se in vitro
utilizando DMEM-LG suplementado enriquecido com indutores celulares. Como

controle, células ndo marcadas também foram induzidas a diferenciar-se.

3.3.3.1.1. Indugdo e quantificagdo de diferenciagdo osteogénica.

O ensaio de diferenciacdo osteogénica foi realizado conforme protocolo ja
descritol?2, Foram semeadas 5 x 104 pdCTMs para cada pogo de duas placas de 24 pogos
contendo 0,6 pL de meio de cultivo. Depois de atingida a confluéncia celular, algumas
pdCTMs foram expostas as nanoparticulas de Fe-DMSA (80 pg/mL) ou de Au-DMSA (90
ng/mL), diluidas em DMEM-LG suplementado, durante 24 horas. Em seguida, células de
alguns pogos foram tratadas com 0,5 puL de meio osteogénico, cujos indutores sdo:
dexametasona a 5 x 10 M (Sigma), acido ascorbico a 2,8 x 104 M (Sigma) e -glicerol-
fosfato a 10-2 M (Sigma). Os meios osteogénicos foram trocados a cada 72 horas, durante
24 dias. Como controle negativo, dois pocos de cada grupo foram incubados apenas com
DMEM-LG sem indutores.

Apés 24 dias de inducdo de diferenciagdo, as duas placas tiveram o meio de
cultura removido e as células foram lavadas trés vezes com 0,5 pL de PBS estéril. As
psCTMs na primeira placa foram submetidas a coloracdo para detecgdo de calcificagao
na matriz extracelular em microscopia 6tica convencional (ICS Standard 25, Zeiss). Estas
entdo foram fixadas por 20 minutos com paraformaldeido 4% em PBS, lavadas trés
vezes com PBS, coradas por 25 minutos com 0,5 pL. com Vermelho de Alizarina S (ARS)
(Sigma) a 40 mM, pH 4.1 a temperatura ambiente, lavadas 5 vezes com 1 mL de agua
destilada (sob agitacdo) por 5 minutos cada.

Apés fixacdo e coloragdo com vermelho de alizarina, procedeu-se a analise
morfoldégica ao microscopio invertido, com objetiva de 10X e 20X e sistema de captura

digital. Em seguida, quantificou-se o corante aderido ao tecido calcificado de cada



amostra desta placa seguindo o protocolo descrito por Gregory et al (2004)123, com
pequenas modificacdes. Primeiramente, adicionou-se 1 mL de acido acético a 10% (v /
v) a cada poco. Depois, a placa foi mantida sob agitagdo constante durante 30 minutos.
Apés este tempo as monocamadas de pdCTMs, fracamente aderidas ao plastico, foram
raspadas com auxilio de cell scraper e transferidas com o acido acético a um tubo de
centrifuga de 1,5 mL. Depois de homogeneizar as amostras em vortex, durante 30
segundos, estas foram aquecidas a 85 ° C por 10 minutos, transferidas para o gelo e ali
mantidas durante 5 minutos. A suspensao foi entao centrifugada a 20.000 g durante 15
minutos e 500 pL do sobrenadante foi transferido para um novo tubo de centrifuga de
1,5 mL. Em seguida, adicionou-se 100-200 pL de hidréxido de amonio a 10% (v / v) para
neutralizar o dcido nas amostras. Por fim, aliquotas (150 pL) do sobrenadante foram
lidas em triplicata a 405 nm, em placas de poliestireno de 96 pogos. A quantidade de
corante presente na solucdo de descoloracao foi determinada por comparagdo da
absorbancia de solugdes-padrdao com concentracées conhecidas de ARS. Foram
realizados dois ensaios independentes.

A fim de evidenciar a diferenciacdo osteogénica e comparar os resultados das
diferentes amostras, as pdCTMs da segunda placa foram submetidas ao teste de
atividade da enzima fosfatase alcalina (ALP), pelo método colorimétrico do para-
nitrofenoll24. Primeiramente, os poc¢os contendo células foram lavados trés vezes com
PBS. Em seguida, adicionou-se aos pog¢os um 1 mL de solucdo de lise, Triton x-100
(Sigma) a 0,2% em agua destilada, e incubou-se a placa por 20 minutos a temperatura
ambiente, sob agitacdo constante. As células entdo foram coletadas com auxilio do cell
scraper e transferidas para tubos de centrifuga de 1,5 mL, juntamente com o tampao de
lise. As amostras foram entdo homogeneizadas em vortex durante 30 segundos,
centrifugadas a 2500 RPM durante 15 minutos a 4°C e mantidas em gelo por 30 minutos.

Os sobrenadantes foram colhidos para mensuracdao da atividade enzimatica da
ALP, utilizando-se o kit SIGMAFAST p-Nitrophenyl phosphate Tablets (Sigma) de acordo
com as recomendac¢des do fabricante. Esta enzima catalisa a transferéncia do grupo
fosfato do substrato p-Nitrofenilfospato (p-NFF) para o 2-amino-2-metil-1-propanol

(AMP), formando o p-Nitrofenol (p-NF) de acordo com a equacgao abaixo:

ALP
pNFF + AMP — pNF + AMP Fosfato



A velocidade de liberacdo do p-Nitrofenol, que possui elevada absorbancia a 405
nm, é proporcional a atividade enzimatica da Fosfatase alcalina na amostra. O calculo de

atividade da ALP foi realizado mediante a seguinte equacao:

Ul
Atividade enzimatica (—) =
mL

4
14
T
Em que: A= Concentragdo, em micromolar, de p-Nitrofenol na amostra analisada;

V= Volume da reacgao;

T= Tempo de reacao;

Uma curva padrao, com concentra¢gdes conhecidas de p-NF, foi obtida a fim de
mensurar a atividade enzimatica. Por fim, os dados obtidos de cada amostra foram
normalizados com a quantidade de proteinas totais nestas, determinada pelo método de

Lowry125, Foram realizados dois ensaios independentes.
3.3.3.1.2. Indugdo e quantificagdo de diferenciagdo adipogénica.

As pdCTMs marcadas e ndo marcadas (conforme descrito no item anterior),
também foram submetidas a diferenciacdo adipogénica in vitro, de acordo com
protocolos estabelecidos’1126, Neste caso, foram utilizados como indutores
dexametasona a 5x10-°M (Sigma); 3-isobutil-metilxantina a 4,5x10-4 M (Sigma); insulina
a 5 pg/mkL (Sigma) e indometacina a 3x10-4 M (Sigma). O meio adipogénico foi trocado a
cada 72 horas, durante 24 dias. Como controle negativo, dois pocos de cada grupo foram
incubados apenas com DMEM-LG sem indutores.

Posteriormente ao periodo de inducdo, procedeu-se a analise citoquimica das
pdCTMs diferenciadas por microscopia 6tica convencional (ICS Standard 25, Zeiss). As
células foram fixadas com uma solu¢do de paraformaldeido 4% (Vetec) durante 20
minutos, lavadas duas vezes com dgua destilada, coradas com uma solug¢ao de “Oil Red
0” (Sigma) a 0,6% (massa/volume) durante aproximadamente 25 minutos e lavadas
novamente para remover o excesso de corante. A marcacao citoquimica por “Oil Red 0”
evidencia a presenc¢a do acumulo intracelular de lipideos.

Por fim, adicionou-se isopropanol a aproximadamente 100% a fim de extrair o

corante e medir sua absorbancia a 510 nm, uma mensuracgdo indireta de adipogénese. A




absorbancia de cada amostra foi medida em triplicata. Foram realizados dois ensaios

independentes, utilizando-se células oriundas de diferentes pacientes.

Andlise estatistica

Para comparar a produgdo de tecido calcificado pelas pdCTMs marcadas ou nao-
marcadas, os valores de vermelho de alizarina presentes em cada amostra (em pg)
foram primeiramente submetidos aos testes de normalidade de Shapiro-Wilk. Nos casos
de distribuicio anormal dos valores em qualquer um dos grupos, procedeu-se a
transformacdo destes. Obtida a normalizacdo, os dados foram entdo submetidos a
analise de varidncia (ANOVA). Nos casos em que foram detectadas diferencas entre os
tratamentos foram aplicados o teste Tukey e o teste de Dunnet, sendo o nivel de
significancia adotado de p<0,05.

Os mesmos procedimentos de andlise de normalidade, transformac¢ido de dados,
analise de variancia e testes post-hoc foram realizados para verificar diferencas na
atividade da enzima fosfatase alcalina e na adipogénese (quantificacdo do corante Oil
Red O, em pg) de pdCTMs marcadas e nao marcadas. A analise estatistica destes dados

foi realizada utilizando-se o programa SPSS (IBM) versao 17.0.

3.3.3.2. Verificagdo da proliferagdo de pdCTMs marcadas

As pdCTMs, em trés frascos de cultura de 75 cm?, inicialmente receberam os
seguintes tratamentos: no primeiro frasco, o sobrenadante foi removido e adicionou-se
meio de cultivo DMEM-LG suplementado (grupo controle); em outro, adicionou-se Fe-
DMSA diluido (80 pg/mL) no meio suplementado; no ultimo, Au-DMSA diluido (90
ug/mL). Apos 24 horas de incubacgdo, as células de cada frasco foram tripsinizadas,
lavadas com PBS, sedimentadas e contadas. Em seguida, estas foram semeadas em
placas de poliestireno de 12 poc¢os sendo que foram adicionados 104 células e 2 mL de
meio de cultivo DMEM-LG suplementado em cada.

As placas foram mantidas em estufa a 372C e atmosfera umidificada com 5% de
CO2 e ap6s 02, 04, 06, 08 e 10 dias de incubagdo, células vivas e mortas de determinados
pocos foram tripsinizadas, sedimentadas, ressuspendidas em 100 uL. de DMEM-LG. Uma

aliquota de 10 pL desta solucao foi retirada e misturada a 40 pL de solucdo de corante



Azul de Tripan a 0,4% e, em seguida, procedeu-se a contagem destas. Nao houve troca
do meio de cultivo das placas durante o experimento. Os experimentos foram realizados
em triplicata e foram realizados trés ensaios de forma independente, utilizando células

de diferentes origens bioldgicas.

Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando-se o programa SPSS (IBM) versao 17.0.
Os valores foram analisados de forma individualizada, ou seja, realizou-se o teste T-
student (amostras ndo pareadas) ou o teste ndo paramétrico Mann-Whitney (no caso de
distribuicao ndao normal dos dados) entre grupo controle e grupo experimental, com as
médias dos dados correspondentes de cada tempo pré-determinado. O nivel de

significancia adotado foi p<0,05.

3.3.3.3. Efeito de inibigdo da proliferagdo de linfécitos

Linfécitos humanos marcados com o éster fluorescente CFSE (CellTrace™ CFSE
dye, Life Technologies), o qual liga-se ao citoplasma celular, foram co-cultivados em
placas de poliestireno de 24 pogos juntos com pdCTMs marcadas ou ndo marcadas. O
protocolo utilizado para marcacao e analise de proliferagcdo dos linfocitos foi adaptado
do trabalho de Quah et al (2007)27. Primeiramente, estas células foram isoladas
utilizando a técnica do gradiente de Ficoll, na qual amostras de sangue foram misturadas
a PBS, depositadas sobre Ficoll-Paque (Ficoll-Paque PLUS, GE healthcare) e
centrifugadas a 2000 RPM durante 25 minutos. Uma vez isolados, os linfocitos foram
lavados duas vezes com PBS e ressuspendidos em uma solucdo de albumina sérica
bovina a 0,1% em PBS. Em seguida, adicionou-se a solucdao de CFSE a suspensao celular
de acordo com as recomendagdes do fabricante.

Uma quantidade de 2,5 x 10° linfécitos marcados foram semeados em cada poco,
sendo que alguns destes havia CTMs ndo marcadas, marcadas com Fe-DMSA ou
marcadas com Au-DMSA. O co-cultivo foi mantido durante cinco dias em estufa,
utilizando-se como meio de cultura RPMI 1640 (GIBCO) suplementado com SFB,
antibiético-antimicético, L-Glutamina e fitohemaglutinina (lectina da espécie Phaseolus

vulgaris) (Sigma-Aldrich), para ativacao da proliferacdo linfocitaria. Ap6s o tempo de



incubacdo, o sobrenadante contendo linfocitos foi removido e submetido a andlise em
citometria de fluxo (Cyflow Space, Partec GmbH). Os dados obtidos foram analisados nos

softwares Flowmax® (Partec) e Flow]o® (TreeStar Inc, USA).

3.4. TESTES IN VIVO

3.4.1. Animais

Camundongos C57BL/6 machos, com oito semanas de idade, foram mantidos no
biotério do Departamento de Genética e Morfologia (GEM-IB- UnB) com temperatura
controlada (aproximadamente 232C), ciclo claro/escuro de 12 em 12 horas e os animais
receberam agua e racdo ad libitum. Todos os protocolos experimentais com os animais
foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal da Universidade de Brasilia

(CEUA-UnB) (certificado 99769/2012).

3.4.2. Indugao de fibrose pulmonar com bleomicina

Uma inje¢do unica (50-60 pL) de Sulfato de Bleomicina (Cinaleo 15 UI, Meizler),
diluido em soro fisiologico estéril a 4, 6 ou 8 Ul/Kg, foi administrada via intratraqueal
nos camundongos sob efeito de anestesia (solu¢do composta por ketamina a 50 mg/kg e
xilazina a 5 mg/kg inserida via intraperitoneal). Para tal foram utilizados cateteres
intravenosos (INJEX), de calibre 0,7 por 19 mm, que atuaram como pequenas sondas
intratraqueais, inseridas a partir da boca dos animais, passando pela laringe e atingindo
a traquéia (figura 1). Dessa forma, dispensaram-se procedimentos cirurgicos
tradicionalmente empregados.

A fim de verificar a eficacia da técnica, o peso dos animais foi monitorado e
procedeu-se a analise histologica dos pulmdes murinos 4, 7 e 14 dias apds a

administracao do farmaco.

3.4.3. Verificacdo da migracdo de pdCTMs em resposta a fibrose pulmonar

Este experimento teve como objetivo verificar a eficAcia do modelo adotado, ou

seja, se as células-tronco marcadas migram para tecidos pulmonares lesionados para



que, subsequentemente, estas pudessem ser rastreadas por microtomografia
computadorizada. Para tal, pdCTMs expostas a Fe-DMSA (80 pg/mL) durante 24 horas
foram tripsinizadas, sedimentadas, lavadas em PBS e administradas em camundongos
por duas vias de administracdo: 1) via intravenosa, na qual 200puL de suspensdo de
células foram injetadas pela veia caudal, sob anestesia; 2) via intranasal (figura 2), na
qual o animal foi mantido fixo em uma posi¢do e 30 pL da solucdo foi administrada nas
narinas.

Foram inoculadas 5 x 10°> pdCTMs em cada camundongo, no maximo 24 horas
ap6s a administracdo intratraqueal de bleomicina. Seus pesos foram monitorados. Os
animais foram eutanasiados 7 dias apds a inoculacao das pdCTMs e seus pulmoes foram

submetidos a andlise histolégica.

3.4.4. Andlise dos pulmdes murinos em microscopia de luz

3.4.4.1. Coleta e Fixagdo

Apés a eutandsia dos animais, os 6rgaos foram cuidadosamente coletados com
material cirurgico apropriado. Estes foram rapidamente levados a uma soluc¢do fixadora
constituida por paraformaldeido a 4% em tampao fosfato (0,1 M) e ali mantidos durante

03-04 horas a temperatura ambiente.

3.4.4.2. Desidratagdo, inclusdo e corte

Os pulmdes murinos foram desidratados, a temperatura ambiente, com etanol em
uma série de concentracgoes crescentes, a 70, 80 e 90%, durante 1 hora cada, e 3 vezes de
1 hora a 100%. Em seguida foram colocados em uma solu¢do 1:1 de alcool e xilol por 1
hora, seguido por 3 banhos em xilol puro de 45 minutos cada. Para a inclusado, o material
foi submetido a 3 banhos de parafina a 602C. Por ultimo, os 6rgaos foram montados em
blocos de parafina e moldados por formas de inclusao.

Apos a solidificacdo dos blocos, foi utilizado um micré6tomo Leica RM2125 para
obtencdo de cortes de 5 pm de espessura. Cada 6rgao foi cortado em sua totalidade, em
cortes semi-seriados. Neste procedimento, para cada corte aproveitado, outros dez em

sequéncia foram desprezados, totalizando um intervalo de aproximadamente 50 pm



entre os cortes aproveitados. Cada corte foi montado em laminas de vidro, as quais

foram mantidas em estufa a 372C, para melhor aderéncia dos cortes nas laminas.

3.4.4.3. Coloragdo

As laminas com os cortes foram submetidas a um processo de hidratacao, com
banhos em 3 solugdes de xilol (1 minuto cada), 3 solu¢des de alcool 100% (1 minuto
cada), alcool 90%, 80% e 70% (1 minuto cada). Para a coloragdo por hematoxilina e
eosina (H&E), as laminas foram colocadas em hematoxilina durante 1 minuto e dez
segundos e posteriormente em eosina durante dois minutos (ap6s breve banho em agua
corrente). Para a coloracdo pelo método de Perls (a fim de evidenciar ferro), as laminas
foram lavadas em agua destilada por 1 minuto, depois coradas em uma solugao 1:1 de
ferrocianeto de potassio a 4% e acido cloridrico a 4% (concentragdes finais de 2% para
cada um deles), durante 30 minutos, sob agitacdao suave, seguido por duas lavagens em
agua destilada; coradas na solugdo vermelho rapido por 10 minutos; 4gua corrente por 3
minutos. Para a coloracdo pelo método de tricromico de Gomori (para evidenciar,
sobretudo, deposicao de colageno nos alvéolos), as laminas foram lavadas em agua
corrente; coradas durante 13 minutos, mergulhadas rapidamente em uma solucao de

acido acético 0,5% e levadas ao alcool 90% para inicio do procedimento de montagem.

3.4.4.4. Montagem

Depois da coloragdo, o material foi desidratado em uma concentragdo crescente
de alcool 70%, 80%, 90%, 100% (3 vezes) e xilol puro (3 vezes). Apos o ultimo banho de
xilol, as ldminas foram recobertas com laminulas utilizando-se verniz incolor, e
colocadas para secar a temperatura ambiente por 24 horas. As Laminas foram
analisadas e fotografadas em microscopios Axioskop da Zeiss pertencentes ao

laboratdrio de Microscopia Eletronica (CEL-IB-UnB)

3.4.5. Microtomografia computadorizada

A técnica de microtomografia computadorizada (MCT) foi adotada neste estudo

como potencial ferramenta de deteccdo e rastreamento in vivo de células-tronco



marcadas com as nanoparticulas metalicas Fe-DMSA e Au-DMSA. Para a realizacao desta
técnica foi utilizado o aparelho de microtomografia Skyscan 1076 (Skyscan, Aartselaar,
Bélgica), presente no Departamento de Morfologia do Instituto de Ciéncias Biolodgicas da
Universidade de Brasilia (GEM-IB-UnB).

Os camundongos foram tomografados diariamente, desde o momento da
administracao da Bleomicina, até o sétimo dia apds a inocula¢do das pdCTMs marcadas,
sendo anestesiados (conforme descrito na se¢do 4.4.2) para a realizagdo deste
procedimento. O microtomdgrafo utilizado tem como acessorios uma camera de video e
diversos aparelhos para monitoramento do animal durante o escaneamento,
possibilitando a sincronizacdo da frequéncia respiratéria deste com a aquisicdo das
imagens.

As imagens foram adquiridas utilizando voltagem de 50 kV, corrente de 180 maA,
filtro de aluminio 0,5 mm e com tamanhos de voxel isotrépico de 35 x 35 x 35um ou 18 x
18 x 18 um . Para a reconstrucdo bidimensional das imagens, foi utilizado o software
NRecon (V 1.6.9, versdo 64 bit com aceleragdo GPU, Skyscan, Kontich, Bélgica) e para as
reconstrugdes tridimensionais, os softwares CTVox (V 1.5.0, versdao 64 bit, Skyscan,
Kontich, Bélgica) e CTVol (V 2.2, versdo 64 bit, Skyscan, Kontich, Bélgica). As analises das
reconstrucdes foram realizadas utilizando-se o software CTAnalyzer (V 1.5.0, versdo 64
bit, Skyscan, Kontich, Bélgica). Foram utilizados os parametros mais adequados de
smoothing, correcao de artefatos de anel e correcdo de beam-hardening. Todos os

parametros de aquisicao e reconstrucdo foram iguais para todos os camundongos.




RESULTADOS



4. RESULTADOS

4.1 TESTES IN VITRO

4.1.1 Analise da toxicidade in vitro das nanoparticulas

4.1.1.1 Avaliagdo do metabolismo celular: teste com reagente MTT

Para analisar a biocompatibilidade entre as nanoparticulas metalicas e as células-
tronco mesenquimais de polpa dental humana, foi necessario primeiramente verificar se
estas conseguem suportar a exposicao aos tracadores, diluidos em meio de cultivo a
concentracdes pré-determinadas (conforme descrito na secdo 3.2), sem o
comprometimento de sua viabilidade. Diante disso, realizaram-se ensaios com o
reagente MTT, cujos resultados estdo descritos a seguir.

Os valores de “atividade mitocondrial relativa” (em porcentagem) obtidos nos
testes com pdCTMs expostas ao Fe-DMSA, foram submetidos ao teste ANOVA two-way,
de modo a verificar se os fatores “tempo de incubacdo” e/ou “concentragdo de
nanoparticulas” exerciam efeitos significativos. Pelo menos 93% das células expostas ao
Fe-DMSA permaneceram viaveis, ndo havendo diferencas entre grupos experimentais e
seus respectivos grupos controle (figura 3), em quaisquer tempos de incubacgdo.
Interessante ressaltar que, de acordo com o teste Tukey, houve uma reducio da
viabilidade de pdCTMs apds as primeiras 02 horas de exposicdo ao Fe-DMSA a 80
ug/mL, em comparagdo as células tratadas por 24 horas (p=0,011). Apesar disso, estes
resultados ainda sugerem que as nanoparticulas de 6xido de ferro nao exercem efeitos
toxicos sobre as pdCTMs.

Por outro lado, constataram-se diferencas significativas entre a atividade
mitocondrial de pdCTMs controle e de pdCTMs expostas ao Au-DMSA durante 24 horas,
de acordo com o teste ANOVA one-way (F(3,63)=25,685; p= 0,000). A atividade
mitocondrial relativa das células dos grupos experimentais esteve em torno de 80-85%,
menor se comparado a das células nao expostas ao Au-DMSA (100%). Portanto, os dados
do ensaio MTT sugerem que as nanoparticulas de ouro testadas exercem pequenos

efeitos nas mitocondrias das pdCTMs receptoras (figura 4A).



Entretanto, vale ressaltar que ja fora descrito na literatura que dados de testes
MTT, em células marcadas com nanoparticulas de ouro, sugerem uma redugdo
significativa da viabilidade apenas nas primeiras 24 horas de exposi¢do!15. Diante disso,
decidiu-se fazer um novo ensaio, no qual foi possivel observar, de acordo com o teste
Tukey, que a viabilidade celular aumentava com o passar do tempo ap0s a incubacao,
inclusive, as diferencas entre pCTMs controle e pCTMs marcadas passaram a ser
irrelevantes (Figura 4B). Em outras palavras, os p-valores das analises individuais entre
grupo controle e grupo experimental 04, 24, 48 ou 72 horas foram, respectivamente:
=(0,000; =0,000; 0,554; e 0,724. Diante disso, demonstrou-se aqui que os efeitos do Au-
DMSA sobre a atividade mitocondrial das pdCTMs ndo sdao permanentes, ou seja, dias
ap6s a retirada do meio contendo nanoparticulas, as pdCTMs restauram sua atividade

mitocondrial aos niveis iniciais.
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Figura 3. Teste de viabilidade celular pelo método MTT. Os dados expressam a
porcentagem média, em relagdo ao grupo controle, e desvio-padrdo de células-tronco
mesenquimais que permaneceram viaveis apds a exposicdo as nanoparticulas de FE-DMSA,
diluidas em DMEM-LG com soro, em quatro diferentes concentragoes (15; 30; 60 e 80 pg/mL),
durante trés diferentes tempos de exposicdo (02, 06 e 24 horas). Nao foram detectadas
diferencas significativas entre grupos controle e grupos experimentais (valor P>0,05). Foram
realizados trés ensaios independentes (n=16).
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Figura 4. (A) Testes de viabilidade celular pelo método MTT. Os dados expressam a
porcentagem média, em relagdo ao grupo controle, e desvio-padrdo de células-tronco
mesenquimais que permaneceram viaveis apds 24 horas de exposicdo as nanoparticulas de Au-
DMSA, diluidas em DMEM-LG com soro, em trés diferentes concentragoes (52; 90; e 130 pg/mL).
(*) Houve diferencas significativas entre células submetidas aos trés tratamentos e as do grupo
controle (p< 0,01). Foram realizados trés ensaios independentes (n=17). (B) Testes de
viabilidade celular pelo método MTT. Células-tronco mesenquimais foram expostas as
nanoparticulas de Au-DMSA (90 pg/mL) durante 24 horas, sendo possivel notar valores
crescentes de viabilidade celular com o decorrer do tempo, isto €, 48 e 72 horas apds a exposicio
(n=8). (*) Houve diferencas significativas entre células controle e células 4 e 24 horas apds a
exposicao (p< 0,05).

4.1.1.2 Avaliagdo de citotoxicidade pela coloragdo com Azul de Tripan

Como mencionado anteriormente, alguns dos testes de citotoxicidade comumente
utilizados ndo sdao adequados para um tipo de nanoparticula e pode, as vezes,
proporcionar resultados “falsos-positivos”. Além disso, tendo em vista que cada
nanoparticula é Unica, com caracteristicas exclusivas, torna-se importante realizar
diferentes ensaios que se baseiam em diferentes mecanismos/parametros celulares
para superar estes problemas. Diante disso, a fim de confirmar os testes com o reagente
MTT, ensaios com o corante vital Azul de Tripan foram realizados.

Para a realizacdo dos testes com azul de tripan, foram escolhidas as duas
concentragcdes mais altas de Fe-DMSA (60 e 80 pg/mL) e, diante dos resultados com o

reagente MTT, as duas concentragdes mais baixas de Au-DMSA foram avaliadas (52 e 90



ug/mL). As pdCTMs foram expostas as nanoparticulas durante 24 horas. De acordo com
a analise de variancia, ndo houve diferencas significativas entre a quantidade (em
porcentagem) de células vivas do grupo controle e dos grupos experimentais (F459)=
1,545 ; p= 0,202) (figura 5).

Em relacao as pdCTMs marcadas com Fe-DMSA, o teste com corante Azul de
Tripan confirmou o que fora observado nos ensaios com MTT: que o Fe-DMSA ndo é
toxico para as pdCTMs. Grande parte das células (aproximadamente 98%) permaneceu
viva ap0s a exposicdo, diferenca esta que, de acordo com os testes Tukey e Dunett, ndo
foi significativa. O mesmo também foi verificado nos grupos experimentais tratados com

Au-DMSA, nos quais maioria das pdCTMs marcadas também sobreviveu (pelo menos

97,6% das células).
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Figura 5. Teste de viabilidade celular de coloragdo com Azul-tripan. Os dados expressam a
porcentagem média e desvio-padrio de células-tronco mesenquimais que permaneceram vivas
apds 24 horas de exposicdo a duas concentracdes de Au-DMSA e de Fe-DMSA, diluidas em

DMEM-LG com soro (52 e 90 pg/mL e 60 e 80 ug/mL, respectivamente). Foram realizados trés
ensaios independentes, cada qual em quadruplicata (n=12).



4.1.1.3 Andlise morfoldgica das pdCTMs em microscépio ético.

Morfologicamente, as células-tronco mesenquimais tém corpos celulares longos e
finos, ou seja, um formato fusiforme. Além disso, estas apresentam um grande nucleo.
Estas caracteristicas foram observadas no grupo controle negativo, o qual representa
células mantidas em meio DMEM-LG com soro, em condi¢des normais de cultivo (figura
6A). Por sua vez, no grupo controle positivo, as pdCTMs foram mantidas em um regime
de deplecdo de soro, o que as leva a entrar em um processo de morte celularl18: em 24
horas nestas condi¢des, houve retracao das células, causando perda da aderéncia com a
matriz extracelular e com as células vizinhas; em alguns casos foi possivel visualizar
também a picnose nuclear, uma evidéncia de morte celular (figura 6B - setas azuis).
Poucas células permaneceram normais nestas condi¢des (figura 6B - setas pretas).
Dessa forma, os grupos correspondentes as pdCTMs expostas as nanoparticulas foram
comparados com os dois grupos controle.

Apébs a exposicao das pdCTMs ao Fe-DMSA (figura 6C), diluido a 80 pg/mlL,
durante 24 horas, estas mantiveram o tamanho e o formato fusiforme e niao foram
observados sinais caracteristicos de morte celular: prolongamentos de membranas,
presenca de corpos apoptoticos, retracdo celular e nucleos picnéticos. Neste grupo foi
possivel observar ainda a deposicdo do Fe-DMSA como pequenas manchas de cor
alaranjada associadas as CTMs (figura 6C). As mesmas caracteristicas morfoldgicas
foram observadas nas CTMs expostas ao Au-DMSA (figura 6D), o qual foi diluido a 90
ug/mL e exposto as células também durante 24 horas. Neste caso, entretanto, nao foi
possivel observar o acimulo de nanoparticulas.

Assim, estes primeiros resultados nos levam a concluir que as exposi¢oes ao Fe-
DMSA e ao Au-DMSA, nas concentrag¢des testadas, ndo provocam efeitos toxicos sobre as

pdCTMs.
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4.1.2 Quantificacao e visualizacao de ferro/ouro intracelular
4.1.2.1. Nanoparticulas de Fe-DMSA

A mensuracao do uptake, ou interiorizacdo, de nanoparticulas de 6xido de ferro
pelas CTMs foi realizada conforme descrito por Boutry et al, os quais, primeiramente,
elaboraram uma curva-padrdo que relaciona a absorbancia de Azul da Prussia (ODe30)
das amostras analisadas com a quantidade de ferro presente nesta. No presente
trabalho, foi obtida uma reta com indice de correlagio linear adequado (R*= 0,9994) e
cuja equacdo pode ser utilizada para estimar a concentracdo deste metal presente em

solucdes com valores de ODg30 entre 0,14 e 1,06 (figura 7).
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Figura 7. Curva-padrio elaborada para quantificagido de ferro em solu¢des aquosas. No eixo das
abcissas estdo valores de absorbancia a 630nm, enquanto que os valores no eixo das ordenadas
se referem a concentracdo de ferro (em pg/mL) na amostra analisada. Equagdo da reta: y =
0,0289x + 0,0013. Indice de regressio linear R? = 0,9994.

Em seguida, com auxilio desta curva-padrao, precipitados (pellets) de pdCTMs
marcadas com Fe-DMSA e de pdCTMs “controle” foram analisados (figura 8). Nas
pdCTMs expostas durante duas e seis horas, independente da concentracdo utilizada,
ndo houve diferencas significativas entre a quantidade de ferro fisiologico (representado

nas barras brancas) e de ferro oriundo das nanoparticulas (representado pelas barras

cinza e preta). Sugerindo-se que tempos maiores de incuba¢do com o material testado




sdo necessarios para a marcacdo eficiente das células. Dessa forma, foi possivel notar
uma quantidade significativa deste metal (em relacdo ao respectivo controle), em
pdCTMs expostas a 80 pg/mL de Fe-DMSA, durante vinte e quatro horas; havia em cada
célula, em média, 17 picogramas (pg) de ferro, dos quais apenas 5 pg correspondiam a
ferro fisioldgico. Tendo em vista que esta foi a Unica que resultou em um uptake
significativo, as pdCTMs passaram a ser marcadas apenas nesta condi¢dao (80 pg/mL por

24h) para a realizagdo dos testes seguintes.
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Figura 8. Teste de dosagem de ferro intracelular por coloragdo com Azul da Prussia. Os dados
referem-se a média e desvio-padrao da quantidade de ferro presente em CTM apos exposicao a
duas concentragdes de Fe-DMSA (60 e 80 pg/mlL) durante trés tempos (2, 6 e 24 horas).
(¥)Houve diferenca estatisticamente significativa entre CTM tratadas com nanoparticulas
diluidas a 80 pg/mL durante 24 horas, em comparacgdo a seu grupo controle (p<0,05). n=3.

Ao mesmo tempo, foram realizados ensaios de coloragdo de monocamadas de
pdCTMs com a técnica do Azul da Prussia e contraste com vermelho rapido nuclear, os
quais corroboraram com os dados obtidos anteriormente (figura 9): células incubadas
durante vinte e quatro horas com 80 pg/mL de Fe-DMSA (figura 9C) apresentaram ferro
associado (em azul) em maior quantidade comparado a pdCTMs expostas apenas por
duas horas (figura 9B). Cabe apontar ainda uma distribuicdo preferencial do metal ao

redor do nucleo celular.



Figura 9. Teste de detecgdo de ferro associado por técnica de coloracdo Azul da Prussia. As
pdCTMs foram contracoradas com vermelho rapido nuclear, assim, o metal esta evidenciado na
cor azul, em contraste ao citoplasma rosado e nicleo avermelhado. As pdCTMs foram incubadas
apenas com DMEM-LG suplementado (A), ou com o meio contendo nanoparticulas diluidas a 80
pg/mL por 02 horas (B) ou por 24 horas (C). Barra: 50 pm. Aumento 200x.



4.1.2.2. Nanoparticulas de Au-DMSA

A fim de demonstrar que as nanoparticulas Au-DMSA sdo interiorizadas pelas
pdCTMs, foi realizada primeiramente a analise de pdCTMs marcadas por microscopia
confocal, sabendo-se das propriedades Opticas caracteristicas do ouro. Nas imagens
obtidas durante a analise, foi possivel evidenciar pontos fluorescentes, de cor vermelha,
proximos aos nucleos celulares, evidenciados em azul pelo corante acido6filo DAPI (o
qual se liga preferencialmente a moléculas de DNA dupla) (figura 10B). Tais pontos nao
foram vistos em células controle (figura 10A), fato que sugere que estes representem
ouro oriundo do Au-DMSA. Por fim, diante dos resultados acima, precipitados de células
expostas durante 24 horas ao Au-DMSA a 8 pug/mL, foram enviados para andlise em ICP-

OES para mensurar a quantidade de metal interiorizado: em cada pdCTM havia 4,045 +

1,065 picogramas de ouro.

Figura 10. (A) Imagem de microscopia confocal de pdCTMs controle (B) Imagem de
microscopia confocal de pdCTMs expostas ao Au-DMSA, diluido a 8 pg/mL, durante 24 horas. Em
ambos os grupos, as pdCTMs foram coradas com DAPI, evidenciando os nucleos celulares em
azul. Barras: 10 pm.



4.1.2.3. Andlise Ultraestrutural em Microscopia Eletrénica de Transmissdo

As anadlises por microscopia eletronica de transmissdo confirmam a
internalizacdo de ambas as nanoparticulas pelas pdCTMs (figura 11) sendo possivel
visualizar nas imagens pequenos pontos eletron-densos no citoplasma das células
expostas ao Fe-DMSA (figura 11B) e ao Au- DMSA (figura 11C). Cabe destacar que, apds
a internalizacdo, tanto o Fe-DMSA, quanto o Au-DMSA formam agregados presentes em
diversos compartimentos celulares, principalmente nas mitocondrias (figura 11B e
figura 11C).

Nas imagens, as pdCTMs “controle” (figura 12) apresentam nucleos irregulares,
com cromatina dispersa e nucléolos visiveis (figura 12A). Na superficie da célula,
visualizou-se algumas proje¢des microvilares com poucos contatos célula-célula (figura
12B). Em seus citoplasmas ha reticulo endoplasmatico liso e rugoso bem desenvolvidos,
mitocondrias alongadas (figura 12C), ribossomos livres e goticulas lipidicas (figura
12D). As mitocondrias apresentaram cristas periférica e transversal e, geralmente,
estavam associadas com o reticulo endoplasmatico e as goticulas lipidicas. As cisternas
de Golgi foram frequentemente observadas ao lado do nucleo celular. Por fim, foram
identificadas também grandes quantidades de granulos de glicogénio.

Entretanto, apés incuba¢do com Fe-DMSA durante 24 horas, as pdCTMs (figura
13) apresentaram sinais de toxicidade mitocondrial, especialmente naquelas com
grandes quantidades de vesiculas citoplasmaticas contendo nanoparticulas de ferro
(figura 13A). Foram observados: mitocondrias inchadas e degeneradas, repletas de ferro
nas cristas (figura 13B); grandes quantidades de figuras de mielina; e estruturas elétron-
densas semelhantes a corpos apoptoticos no citoplasma (figura 13C).

Por fim, as pdCTMs tratadas durante 24 horas com Au-DMSA diluido a 90 pg/mL
apresentaram ultra-estrutura similar as células ndo tratadas, no entanto, detectou-se
algumas diferencas (figura 14). Em primeiro lugar, observaram-se muitas figuras de
mielina concéntricas eletrondensas (figura 14A), em comparacdo inclusive com CTMs
tratadas com Fe-DMSA. Observou-se também perda de cristas mitocondriais em algumas
dessas organelas e inchaco em outras; e uma maior quantidade de vesiculas

eletronlucentes (figura 14B).



Figura 11. Andilise de uptake de nanoparticulas metdlicas em microscopia eletrénica de
transmissdo. (A) pdCTMs “controle”, (B) pdCTMs marcadas com Fe-DMSA, (C) pdCTMs
marcadas com Au-DMSA. Em (B), as setas brancas evidenciam algumas das nanoparticulas de
maghemita interiorizadas; enquanto em (C) as setas pretas apontam exemplos de
nanoparticulas de ouro interiorizadas. Nu: nucleo celular; M: mitocondrias. Barras: 1pum.
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Figura 13. Andlise em microscopia eletronica de transmissdo da interiorizacdo de Fe-DMSA e de
sinais de toxicicidade decorrentes. (A) O uptake de nanoparticulas na pdCTM se da por
endocitose, sendo possivel visualizar projecGes citoplasmaticas as envolvendo e, em seguida,
estas foram armazenadas em vesiculas (setas pretas). (B) Toxicidade mitocondrial provocada
pelo acimulo de ferro: mitocondrias com o metal estdo inchadas e degeneradas (setas pretas),
em comparacdo as organelas sem este (setas brancas). (C) Observou-se estruturas semelhantes
a corpos apoptoticos (*) e figuras de mielina (setas pretas) no citoplasma.




Figura 14. Analise em microscopia eletrdénica de transmissdao de pdCTMs expostas ao Au-DMSA
a 90 pg/mL durante 24 horas. Em ambas as fotos, alguns exemplos de ouro interiorizado sio
apontados por setas brancas. (A) Foi possivel observar muitas figuras de mielina no citoplasma,
como as evidenciadas pelas setas pretas. (B) Muitas pdCTMs apresentaram mais estruturas
eletronlucentes, como as representadas pelos asteriscos (*) em em comparagao as pdCTMs do
grupo controle.




4.1.3 Andlise dos efeitos das nanoparticulas sobre a fisiologia das pdCTMs

4.1.3.1. Teste de indugdo de diferenciagdo das pdCTMs

Diferenciag¢do osteogénica

Apébs 24 dias de tratamento com meio osteogénico, observou-se a formacao de
nodulos de calcificagdo, mostrando que houve diferenciacdo de células de todas as
amostras do grupo controle e de ambos os grupos experimentais - “CTM + Fe-DMSA a 80
pHg/mL” e “CTM + Au-DMSA a 90 pg/mL” - (figura 15D, 15E e 15F, respectivamente), ao
contrario do que ocorreu nos respectivos grupos controle negativo (figura 15A, 15B e
15C). Cabe destacar que havia menos pontos de mineralizagdo em células marcadas com
Au-DMSA, sendo possivel verificar uma diferenca qualitativa entre este grupo e os
demais, tanto em imagens de microscopia de luz, quanto em andlises macroscopicas com
lupa (figuras 15 e 16).

Esta diferenca entre pdCTMs marcadas com Au-DMSA e pdCTMs “controle” foi
confirmada apds a mensuracao de Vermelho de Alizarina (ARS) absorvido pelos n6édulos
mineralizados (figura 17). De acordo com este ensaio, a massa média de corante
incorporada pelo grupo controle foi de 67,9 ug +19,2, enquanto que, pelo grupo Au-
DMSA, 49,9 ug + 24,9. Houve, portanto, uma reducao média de 21,6% nas taxas de
osteogénese de pdCTMs marcadas com ouro.

Os valores (massa de ARS) foram submetidos ao teste de andlise de variancia
(ANOVA one-way), o qual acusou efeitos significativos entre os grupos (F(2,23)=27,068 ; p
= 0,000). De acordo com o teste post hoc Tukey, a quantidade do corante incorporado
pelas células do grupo Au-DMSA foi muito menor, se comparado ao grupo controle e ao
grupo Fe-DMSA (p=0,000). Diante disso, estas analises sugerem uma reducgao
significativa da atividade osteogénica das pdCTMs marcadas com ouro.

Por outro lado, foi possivel verificar visualmente mais n6dulos de calcificagdo em
monocamadas de pdCTMs marcadas com Fe-DMSA (figuras 15 e 16). A mensuracao de
vermelho de alizarina indicou um aumento de 19,6% da taxa de osteogénese, em
comparacgado ao grupo controle, havendo em média, em cada amostra analisada, 68,2 pg *
17,7 (figura 17). Entretanto, de acordo com as andlises estatisticas, este efeito nao foi

significativo (teste Tukey p = 0,615 ; teste Dunett p = 0,545).



Figura 15. Ensaio de diferenciacdo osteogénica. Andlise em microscopio Optico de
monocamadas de pdCTMs ndo diferenciadas (A,B,C) e pdCTMs diferenciadas (D,E,F), coradas
com Vermelho de Alizarina. Evidencia-se assim a formag¢do de nédulos mineralizados, os quais
estiveram presentes tanto em pdCTMs ndo marcadas (D), pdCTMs marcadas com Fe-DMSA
(80pg/mL) (E) e pdCTMs marcadas com Au-DMSA (90pg/mL) (F). Barras: 100 pum.

Figura 16. Ensaio de diferenciacdo osteogénica. Analise em lupa de monocamadas de pdCTMs
ndo diferenciadas (A,B,C) e pdCTMs diferenciadas (D,E,F), coradas com Vermelho de Alizarina.
Evidencia-se assim a formacdo de nédulos mineralizados, os quais estiveram presentes tanto em
pdCTMs nao marcadas (D) pdCTMs marcadas com Fe-DMSA (80pg/mL) (E) e pdCTMs marcadas
com Au-DMSA (90pg/mL) (F). Barras: 5 mm.
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Figura 17. Ensaio de diferenciacdo osteogénica. Os dados expressam a média e desvio-padrio
da quantidade de Vermelho de Alizarina, em microgramas, incorporados nas monocamadas de
CTMs diferenciadas e nao diferenciadas. (*) Houve diferenca estatistica significativa entre as
médias do grupo “CTM + Au-DMSA diferenciadas” em comparacdo as do grupo “controle
diferenciadas” e grupo “CTM + Fe-DMSA diferenciadas” (p < 0,05). Foram realizados dois ensaios
independentes (n=12).

A fim de corroborar estes dados, realizou-se em seguida a avaliacdo da atividade
da enzima fosfatase alcalina (ALP), em pdCTMs marcadas e ndo marcadas, utilizando-se
p-nitrofenilfosfato como substrato. Apoés 24 dias de tratamento, realizou-se a
mensuracao da densidade 6ptica de cada monocamada, sendo possivel obter (conforme
descrito na se¢do 3.3.3.1.1) valores correspondentes de atividade enzimatica, em
miliunidades (mUI) por mililitro. Estes valores foram entao divididos pelo conteudo
proteico total (em pg) da monocamada, estimado pelo método de Lowry, de modo a
obter uma relagdo entre o total de ALP e uma quantidade relativa de pdCTMs presente
na amostra - quanto mais proteinas, mais células (figura 18).

Ao contrario do que fora visto no ensaio de mensuragdo de ARS, nao houve
diferenca estatistica significativa entre células controle e ambos os grupos
experimentais (F(z44) = 0,072 ; p = 0,931). Diante disso, os resultados obtidos neste teste
sugerem que nao houve variagdo das taxas de osteogénese entre pdCTMs marcadas e

pdCTMs nao marcadas.
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Figura 18. Ensaio de diferenciacdo osteogénica. Os dados expressam a média da relacdo entre
atividade de fosfatase alcalina (ALP) e contetdo proteico total, com os respectivos desvios-
padrdo. Ndo houve diferenca significativa entre grupo controle e grupos experimentais (p>0,05).
Foram realizados dois ensaios independentes (n=16).

Diferenciagdo adipogénica

Apés 24 dias de tratamento com meio adipogénico, verificou-se a presenca de
células contendo vacuolos de lipidios (figura 19), mostrando que houve diferenciagdo
de todas as amostras do grupo controle positivo e de ambos os grupos experimentais,
ao contrario do que ocorreu nos respectivos grupos controle negativo.

Realizou-se também a mensuracdo de corante Oil Red O incorporado pelas
monocamadas de pdCTMs diferenciadas, mediante auxilio de uma curva-padrao que
relaciona a densidade oOptica do corante com a concentragdo deste na amostra
(Mg/mL). Em média, as pdCTMs ndo marcadas apresentaram 34,0mg + 12,3 de Oil Red
0 em cada pocgo ; as células marcadas com Fe-DMSA, 32,2mg + 10,2; e as pdCTMs com
Au-DMSA 34,2mg + 9,4. Estes dados indicam uma reducdo de 1,5% da atividade
adipogénica das pdCTMs quando marcadas com Fe-DMSA e um aumento de 3,8% da
adipogénese nas células com Au-DMSA (figura 20). Os valores de massa de corante
incorporado foram submetidos ao teste ANOVA one-way, o qual ndo detectou
diferencas estatisticas significativas entre os grupos controle e experimentais (F(2,39) =

0,141 ; p=0,869).



Figura 19. Ensaio de diferenciagio adipogénica. Andlise em microscopio Optico de
monocamadas de pdCTMs nao diferenciadas (A,B,C) e pdCTMs diferenciadas (D,E,F), coradas
com Oil Red 0. Evidencia-se assim a formac¢do de vesiculas lipidicas intracelulares, os quais
estiveram presentes tanto em pdCTMs ndo marcadas (D) pdCTMs marcadas com Fe-DMSA
(80ug/mL) (E) e pdCTMs marcadas com Au-DMSA (90pug/mL) (F). Barras: 100 pm.
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Figura 20. Ensaio de diferenciacdo adipogénica. Os dados expressam a média e desvio-padrio
da quantidade de Oil Red O, em microgramas, incorporados nas monocamadas de CTMs
diferenciadas e ndo diferenciadas. Nao houve diferenca significativa entre grupo controle e
grupos experimentais (p>0,05). Foram realizados dois ensaios independentes (n=12).



4.1.3.2. Verificagdo da proliferagdo de pdCTMs marcadas

Os resultados da contagem de células (vivas e mortas) por exclusdao de azul de
tripan, a fim de avaliar o potencial proliferativo das pdCTMs, estao expressos nas figuras
21e22.

De acordo com a andlise individualizada dos dados, ndo houve diferencas
significativas entre o nimero de pdCTMs marcadas com Fe-DMSA e pdCTMs controle em
quaisquer tempos de contagem (figura 21). Durante a analise dos dados, pelo teste T-
student, p-valores dos dias 2,4,6,8 e 10 obtidos foram, respectivamente: 0,220 ; 0,274 ;
0,772;0,483;0,777.

De acordo com esta mesma andlise, houve um aumento significativo de pdCTMs
marcadas com Au-DMSA no dia 2 (p=0,004). Cabe destacar que esta diferenga foi
observada apenas neste tempo (figura 22). Os p-valores dos dias 4,6,8 e 10 obtidos

foram, respectivamente: 0,656 ; 0,148 ; 0,391 ; 0,793.
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Figura 21. Curvas de proliferacido de células-tronco mesenquimais de polpa dental. pdCTMs,
expostas durante 24 horas ao DMEM-LG suplementado (¢), ou ao mesmo meio com
nanoparticulas de Fe-DMSA (®) diluidas a 80 pg/mL, foram semeadas e contadas ap6s diferentes
tempos de incubacdo. Ndo houve diferenca significativa entre os grupos experimentais (p> 0,05)
em quaisquer tempos de contagem. Foram testadas células oriundas de trés amostras bioldgicas
diferentes e cada ensaio foi realizado em triplicata (n=9).
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Figura 22. Curvas de proliferacdo de células-tronco mesenquimais de polpa dental. pdCTMs,
expostas durante 24 horas ao DMEM-LG suplementado (¢), ou a0 mesmo meio com
nanoparticulas de Au-DMSA (®) diluidas (90 pg/mL), foram semeadas e contadas apds
diferentes tempos de incubacdo. (*) Houve aumento significativa das médias do grupo Au-DMSA
em comparacdo ao grupo controle apenas no tempo 2 (p < 0,05). (¢) Dados analisados pelo teste
ndo paramétrico de Mann-Whitney. Foram testadas células oriundas de trés amostras biolégicas
diferentes e cada ensaio foi realizado em triplicata (n=9).

4.1.3.3. Efeito de inibi¢do da proliferagdo de linfécitos

O ultimo experimento desta fase foi o co-cultivo de células-tronco mesenquimais
e linfécitos T humanos, visando verificar se a marcagdo com nanoparticulas metalicas,
revestidas com DMSA, exerce efeito sobre a capacidade de supressao linfocitaria
caracteristica das CTMs (figura 23).

A proliferacao dos linfécitos marcados com CFSE (marcador citoplasmatico),
neste experimento, leva a uma “diluicdo” deste tracador fluorescente e a consequente
reducdo de sua intensidade, conforme demonstrado no grafico abaixo (linha vermelha).
Diante da ativacdo (e consequente divisdo) destas células mononucleares neste grupo
controle, ha varias populagdes com diferentes quantidades de marcador, dai o fato da
linha vermelha abranger varios valores de intensidade de fluorescéncia (figura 23). No

mesmo sentido, a curva representante do grupo controle negativo, que contém linf6citos




ndo ativados (linha preta), permaneceu estreita. Verificou-se neste experimento que
linfécitos, seja apds o co-cultivo com pdCTMs ndo marcadas (linha azul), seja com

pdCTMs marcadas com Fe-DMSA ou com Au-DMSA, nao se proliferaram.
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Controle negativo: Linfécitos marcados nao ativados;

Controle positivo: Linfocitos marcados e ativados;
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Grupo experimental: Linfécitos ativados co-cultivados com CTMs ndo marcadas;

Grupo experimental: Linfécitos ativados co-cultivados com CTMs marcadas com Au-DMSA (90pug/mL)

Grupo experimental: Linfécitos ativados co-cultivados com CTMs marcadas com Fe-DMSA (80pg/mL);

Figura 23. Analise em citometria de fluxo de linfécitos marcados com CFSE, co-cultivados com
pdCTMs marcadas e pdCTMs ndo marcadas. Os espectros mostrados sdo representativos de
ensaios realizados em triplicata.

A andlise estatistica dos dados, pelo teste nao paramétrico Kruskal-Wallis,
indicou que ndo houve variagdo significativa entre os grupos (p=0,06). Em suma,
conforme anadlise dos resultados obtidos, a marcacio das CTMs com ambas as
nanoparticulas metalicas ndo exerce efeitos sobre a propriedade de supressao

linfocitaria in vitro destas.

’



4.2TESTES IN VIVO

4.2.1. Indugao de fibrose pulmonar com bleomicina

Diversas técnicas de indugdo de fibrose pulmonar em murinos com bleomicina
tém sido descritas na literatura ao longo dos anos; o que resultou em varias
possibilidades de vias de administracdo, concentracdes do farmaco e tempos de
exposicao a droga. No presente trabalho, optou-se pela instilacdo intratraqueal de
bleomicina como rota de administracao; entretanto, restavam ainda duas variaveis: dose
e tempo de inducao.

Diante disso, foram testadas inicialmente as seguintes concentra¢des de
bleomicina: 4Ul de farmaco por quilograma do animal; 6Ul/Kg e 8UI/Kg. Andlises
histolégicas foram realizadas 4 ,7 e 14 dias apds a indugao de fibrose pulmonar (figura
24).

A dose 8 UI/Kg mostrou-se muito letal: todos os animais deste grupo
apresentaram perda repentina de peso (em torno de 10 gramas) e todos vieram a 6bito
até 4 apos a inducao. Anadlises histoldgicas dos pulmodes desses animais demonstram
intenso espessamento alveolar e presenca de células linfocitarias (figura 24C), Diante
disso, esta opc¢do de dose foi descartada.

Por outro lado, verificou-se que animais tratados com 4 Ul/Kg, ndo desenvolviam
sintomas caracteristicos de fibrose pulmonar (i.e, perda de peso, perda de pelos,
dificuldades de respiracdo); andlises histolégicas posteriores indicaram que as
estruturas alveolares destes animais permaneciam inalteradas, semelhantes as dos

animais “controle” (figura 24A).



Figura 24. Analise histologica de pulmdes murinos corados pela técnica de tricrémico de
Gomori. (A) Tecido pulmonar de um individuo apds 7 dias de tratamento com dose 4Ul/Kg de
bleomicina, via intratraqueal. (B) Animal tratado com dose 6Ul/Kg de bleomicina, eutanasiado 7
dias ap6s a administragdo. (C) Animal tratado com dose 8UI/Kg, 4 dias apds a administragio.
Barras: 100pm.




A concentragdo 6Ul de bleomicina /Kg tornou-se entdo a candidata ideal, pois
além do fato dos animais terem apresentado os sintomas esperados, pode-se tracar um
perfil de evolucdo da doenca baseando-se nos dados histologicos (figura 25): apds
quatro dias, o tecido alveolar esta repleto de infiltrados linfocitarios, sugerindo a
ocorréncia de um processo inflamatorio (figura 25B - asterisco branco); no sétimo dia ja
é possivel verificar um espessamento das estruturas alveolares (figura 25C). Nestas
condigdes, o animal que sobreviveu mais tempo morreu no 212 dia apds a administracao

de bleomicina. Diante disso, os animais foram tratados com esta dose de farmaco para a

realizacdo dos experimentos seguintes.

Figura 25. Analise histologica de pulmdes murinos corados com Hematoxilina e Eosina. (A)
tecido pulmonar de um individuo controle, saudavel, que ndo recebeu bleomicina. (B) tecido
pulmonar de animal tratado com dose 6UI/Kg de bleomicina, eutanasiado 4 dias apds a
administracdo. Foram observados infiltrados linfocitarios no local, indicados pelo asterisco
branco. (C) tecido pulmonar de animal tratado com dose 6Ul/Kg de bleomicina, eutanasiado 7
dias ap6s a administragdo. Barras: 100um.



4.2.2. Verificacdo da migracao de pdCTMs em resposta a fibrose pulmonar

Foi possivel encontrar pdCTMs marcadas com Fe-DMSA nos pulmdes de animais
tratados pelas duas vias de inoculacdo, sugerindo-se que estas migram em resposta a
fibrose pulmonar. Entretanto, cabe ressaltar que se observou uma quantidade maior de
células em camundongos tratados por instilagdo intranasal, nos quais grande parte das
pdCTMs estava proxima a bronquiolos (figura 26). Além disso, quando inoculadas pela
veia caudal, muitas pdCTMs permaneceram retidas nos linfonodos associados aos
pulmdes (figura 27).

Interessante mencionar ainda que dois fatores sugerem que inoculacdo de
pdCTMs via intranasal tenha maior potencial terapéutico em comparacdo a via
intravenosa: 1) foi observado que as estruturas alveolares dos animais, quando tratados
por instilacdo intranasal, permaneciam inalteradas (figura 28 A e B), em contraste ao
outro grupo experimental, no qual pode-se detectar trechos de tecido pulmonar
saudavel alternados com trechos fibréticos (figura 28 C e D). 2) ao final do tratamento
(dia 7), houve uma perda significativa de peso em animais tratados pela veia caudal, o
que ndo ocorreu com animais “controle” ou nos animais tratados por instilagao nasal

(tabela 1 e figura 29).
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Figura 26. Analise histolégica de pulmdes murinos, corados pela técnica de Azul da Prussia e
contracorados com vermelho neutro. Os animais receberam administracdo intratraqueal de
bleomicina (6UI/Kg) e, 24 horas depois, foram tratados intranasalmente com 5.10° pdCTMs
marcadas com Fe-DMSA. Algumas das células presentes no tecido pulmonar estio evidenciadas
em azul (setas pretas). Barra: 50 pm.



Figura 27. Andlise histologica de linfonodos murinos associados aos pulmdes, corados pela
técnica de Azul da Prussia e contracorados com vermelho neutro. Os animais receberam
administracdo intratraqueal de bleomicina (6Ul/Kg) e foram tratados intravenosamente (A) ou
intranasalmente (B) com 5x10° células-tronco mesenquimais/animal. Barra: 50 um.

Figura 28. Anilise histologica de pulmdes murinos, corados com hematoxilina e eosina. Os
animais receberam administracao intratraqueal de bleomicina (6Ul/Kg) e, 24 horas ap0s, foram
tratados intranasalmente (A) e (B) ou intravenosamente (C) e (D) com 5x10° células-tronco
mesenquimais/animal. Barra: 200 pm.



Tabela 1. Monitoramento dos pesos dos camundongos durante o tratamento com bleomicina e
pdCTMs, por duas rotas de administracio: intravenosa e intranasal. Foram escolhidos 4 animais
para cada grupo experimental, de modo randémico. No dia 1, administrou-se 50 pl do fArmaco
diluido a 6UI/Kg, ou de solugdo fisiologica estéril (grupo controle saudavel), por instilacdo
intratraqueal. No dia 2, inoculou-se 5x105 pdCTMs nos animais dos grupos “CTMs venosa” e
“CTMs nasal”. O peso dos animais também foi mensurado no dia seguinte (dia 3) a inser¢do das
células e 24 horas antes destes serem eutanasiados (dia 7).

‘ Medidas de pesos (g)

Grupo experimental Animal Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 7
A 25,95 23,91 22,99 26,02
’ - B 27,9 27,12 27,82 28,32
Controle saudavel:. animais ndo C 309 2907 30,22 2984
tratados com bleomicina que nao
desenvolveram fibrose pulmonar. D 24,9 24,2 25,24 26,21
Média 27,4125| 26,075 | 26,5675 | 27,5975
Desvio Padrio | 2,6364 |2,46745 |3,13423 | 1,8225
E 27,29 26,76 26,15 28,68
: - F 27,83 25,98 23,36 20,36
Controle _fll_)rose: animais tratados G 27.86 2458 24,32 23,06
com bleomicina e que desenvolveram
fibrose pulmonar. H 26,31 24,3 24,74 23
Média 27,3225 | 25,405 |24,6425| 23,775
Desvio Padrio | 0,72403 | 1,16452 | 1,15915 | 3,50395
I 27,8 25,93 24,46 23,05
CTM venosa: animais que J 25,76 244 25,37 26,43
desenvolveram fibrose pulmonar e K 28,62 | 2744 | 2688 | 25,55
foram tratados com pdCTMs via L 29,42 26,81 25,82 20,5
intravenosa. Média 27,9| 26,145 25,6325 23,8825
Desvio Padrdo | 1,57251|1,31789 | 1,00583 | 2,67112
M 29,79 27,36 27,24 28,43
CTM nasal: animais que N 28,59 27,9 27,92 28,98
desenvolveram fibrose pulmonar e 0 27,53 | 2586 | 26,12 28,9
foram tratados com pdCTMs via P 30,56 27,21 26,73 27,05
intranasal. Média 29,1175|27,0825|27,0025| 28,34
Desvio Padrdo | 1,3331 |0,86719|0,76404 | 0,89357
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Figura 29. Monitoramento dos pesos dos camundongos durante o tratamento com bleomicina e
pdCTMs, por duas rotas de administracdo: intravenosa e intranasal. (A) Os dados se referem as
médias e desvios-padrido dos pesos dos animais ao longo dos dias de tratamento (n=4). (B) Os
valores foram submetidos aos testes de normalidade e, em seguida a uma andlise
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individualizada pelo teste T-student. (*) Houve uma reducdo significativa da média do grupo
“controle fibrose”, em comparagdo ao grupo “controle saudavel” (p<0,05). (¢) Houve uma
reducdo significativa da média do grupo “CTM venosa”, em comparacdo ao grupo “controle
saudavel” (p<0,05).



4.2.3. Analises em microtomografia computadorizada

Destaca-se primeiramente que os dados obtidos no microtomoégrafo reforgaram
os que foram obtidos durante as analises histologicas, no que se refere a descricdo de
perfil da evolucdo da fibrose pulmonar. A partir da reconstru¢do das imagens
adquiridas, foi possivel notar que a regiao pulmonar (comumente preta, devido a maior
presenca de ar) foi gradativamente ocupada por porg¢des acinzentadas; sugerindo-se
dessa forma o espessamento alveolar decorrente da acdo da bleomicina (figura 30). Um
dia ap6s a administracdo de bleomicina (figuras 30A e 30 B), o pulmao do animal tratado
ainda é bastante semelhante ao do animal controle; entretanto, a partir do terceiro dia
(figuras 30C e 30D), diferengas comecam a surgir, as quais tornam-se bem visiveis ao
sétimo dia (figuras 30G e 30H).

Diante disso, estas imagens foram analisadas qualitativamente no software
CTAnalyzer: dados de frequéncia de valores na escala de cinza foram obtidos de modo a
verificar se houve diferencas significativas entre pulmoes saudaveis e pulmades fibréticos
em cada tempo de andlise (figura 31 e tabela 2). Observa-se na figura 31 que as curvas
que representam os animais com fibrose pulmonar (linha vermelha) deslocam-se para a
direita; o que significa que os indices estdo tendendo para o cinza (que representa
tecidos conjuntivos, no caso) e se afastando do preto (que representa o ar contido nos
alvéolos).

Este fato estd representado na tabela 2, a qual mostra que a média dos indices
cresce (tende mais para o cinza) com o passar do tempo em animais tratados com
bleomicina. Por fim, a analise estatistica pelo teste ndo paramétrico qui-quadrado,
indicou um aumento estatisticamente significativo da média dos indices de cinza nos

animais com fibrose, em relacdo ao grupo controle, no sétimo dia de analise.



Figura 30. Andlise em microtomografia computadorizada. As imagens mostram secgdes
transversais, na altura da sexta costela, de camundongos saudaveis (A,CE,G) e de camundongos
com fibrose pulmonar (B,D,F,H). Os animais foram analisados 1 (AeB),3 (CeD),5(EeF)e 7 (G
e H) dias apds a administragido de bleomicina. Co: coragdo ; V: vértebra; Es: osso esterno.
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Figura 31. Analise de dados de microtomografia computadorizada no software CT
Analyser. Os graficos representam o perfil de frequéncia de valores na escala de cinza
em imagens tridimensionais dos pulmdes de animais saudaveis (linha preta) e de
animais com fibrose pulmonar (linha vermelha). Os animais foram analisados 1 (A), 3
(B),5 (C) e 7 (D) dias ap6s a administracdo de bleomicina/solucao salina.

Tabela 2. Analise de dados de microtomografia computadorizada no software CT
Analyser. Os dados representam a a média dos indices de cinza em imagens
tridimensionais de pulmdes murinos saudaveis ou com fibrose. Houve diferenca
estatistica entre os dois grupos no sétimo dia de analise.

Média dos indices de cinza ‘

Tempo (dias) Animal Sauddvel | Animal com fibrose pulmonar
1 26,150 26,484
3 26,230 27,845
5 26,024 29,756
7 25,666 30,429




Em seguida, realizou-se um teste piloto no qual tubos tipo eppendorf contendo
precipitados de 106 pdCTMs “controle”; ou marcadas com Fe-DMSA (exposicdo a 80
ug/mL durante 24 horas); ou marcadas com Au-DMSA (exposicdo a 8 ug/mL durante 24
horas) foram submetidos a andlise em micro-CT para verificar se, nas concentracoes
testadas, ambas as nanoparticulas geram contraste adequado no equipamento (figura
32). Os parametros de aquisi¢do e reconstrucao de imagens foram ajustados de modo
semelhante aos utilizados em analises de camundongos. Para fins de calibragdo, um
eppendorf contendo agua atuou como controle, sendo que o sinal gerado pelo liquido foi
considerado entdo como 0 (zero) Hounsfield (HU) (figura 24A).

Os valores obtidos em escala Hounsfield, para cada amostra, foram: pdCTMs
controle 284,70 HU (figura 32B); pdCTMs com Fe-DMSA 408,62 HU (figura 32C); e
pdCTMs com Au-DMSA 352,79 HU (figura 32D).

284,70 HU 408,62 HU 352,79 HU

Figura 32. Andlise de precipitados de pdCTMs em microtomégrafo Sky-Scan 1640. Estdo
representadas acima secgdes transversiais das amostras em tubos tipo eppendorf para
mensuracdo destas em unidades Hounsfield. (A) agua (B) pdCTMs ndo marcadas. (C) pdCTMs
marcadas com Fe-DMSA. (D) pdCTMs marcadas com Au-DMSA.

Apesar do Au-DMSA e do Fe-DMSA terem gerado um contraste visivel nas
imagens dos precipitados de pdCTMs (conforme representado acima), as células
marcadas por ambas as nanoparticulas ndo foram detectadas pelo equipamento apds
sua inoculacdo nos camundongos, em quaisquer tempos de analise (figura 33 e figura

34). Cabe destacar ainda, na figura 34, que houve a progressao da fibrose pulmonar



apesar do animal representado na imagem ter sido tratado com pdCTMs marcadas com

Au-DMSA.

Figura 33. Andlise em microtomografia computadorizada. As imagens mostram seccdes
longitudinais de camundongos saudaveis (A,C) e de camundongos com fibrose pulmonar, nos
quais foram inoculadas 10° pdCTMs marcadas com Fe-DMSA (B,D). Os animais foram analisados
logo apds a administracdo intranasal das células-tronco (A,B) e sete dias apds a inoculagdo (C,D).
B: bronquio; Co: coragio ; F: figado; T: traquéia.



Figura 34. Andlise em microtomografia computadorizada. As imagens mostram secgdes
longitudinais de camundongos saudaveis (A,C,E) e de camundongos com fibrose pulmonar, nos
quais foram inoculadas 10° pdCTMs marcadas com Au-DMSA (B,D,F). Os animais foram
analisados logo apds a administracdo intranasal das células-tronco (A,B), cinco dias (C,D) e sete
dias ap6s a inoculacdo (E,F). B: bronquio; Co: coracdo ; F: figado; T: traquéia.
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5. DISCUSSAO

5.1 ANALISE DA TOXICIDADE IN VITRO DAS NANOPARTICULAS

5.1.1. Nanoparticulas Fe-DMSA

Tem sido relatado que as nanoparticulas de 6xido de ferro (Fe-NPs) em geral tém
boa biocompatibilidade com células-tronco, sendo extensivamente utilizadas para
marcacdo e rastreamento destas por meio da ressonancia magnética. Os dados dos
ensaios de MTT e de azul de tripan, realizados no presente trabalho, demonstram a
auséncia de efeitos citotoxicos das nanoparticulas Fe-DMSA sobre células-tronco
mesenquimais humanas (CTMs), corroborando, portanto, com os resultados descritos
por outros trabalhos?¢.

Entretanto, conforme mencionado no item (1.3.2), uma vez no citoplasma, o
oxido de ferro catalisa uma série de reacoes de oxidacdo de biomoléculas, aumentando a
velocidade da geracdo de radicais livres, os quais provocam severos danos as células
76,77 Esta contradicdo é solucionada levando-se primeiramente em consideracdo o que
fora discutido por Li et al'?8, em sua mais recente revisdao: as modificagdes quimicas de
superficie sdo um dos fatores que torna tais nanoparticulas, em um material mais seguro
para aplicacdes bioldgicas. Segundo os autores, a toxicidade de uma Fe-NP baseia-se ,
sobretudo, na estabilidade que seu agente de revestimento tem em meio de cultura ou
no ambiente celular; se a cobertura da nanoparticula é facilmente degradada, o nucleo
metalico estara entdo livre para reagir com biomoléculas préximas. Os riscos das Fe-
NPs a saude se manifestam, portanto, quando seus revestimentos se degradam.

A credibilidade sobre esta hipotese aumenta quando, ao analisar artigos que
relatam efeitos tdéxicos provocados por Fe-NPs, verifica-se que foram utilizadas
nanoparticulas “nuas”, sem revestimento129.130,

Baseando-se ainda nesta hipdtese, cabe destacar o trabalho de Auffan et al
(2006), os quais analisaram a citotoxicidade de nanoparticulas de maghemita, também
revestidas por DMSA, em fibroblastos dermais humanos31 O grupo nao observou sinais
significativos de citotoxicidade nas células expostas as nanoparticulas, diluidas a 10e
100 pg/mL, durante 24 horas de exposicao. Diante do resultado encontrado, concluiu-se

que o revestimento de DMSA, por ser dificilmente removido da nanoestrutura (diferente




do dextrano ou a albumina, por exemplo), preveniu o contato direto das células com o
ferro, portanto, “protegendo-as” de possiveis efeitos toxicos.

Outra observacao feita no relato de Auffan et al pode também explicar a
biocompatibilidade entre Fe-DMSA e células receptoras. Verificou-se que as maiores
concentracoes testadas, 10 e 100 pg/mL (semelhantes as utilizadas no presente
trabalho), levaram a um aumento moderado, mas estatisticamente significativo na
atividade metabolica mitocondrial apdés 24 e 48 horas de exposicdo. Paralelamente,
concentracdes menores proporcionavam reducdes da viabilidade celular. Este fato foi
relacionado com o aumento de tamanho dos agregados no interior das vesiculas
endossomais dos fibroblastos incubados com maiores teores de Fe-DMSA, levando a um
menor contato das nanoparticulas com as células.

Por fim, tem sido discutido na literatura que outro fator determinante da baixa
toxicidade observada em Fe-NPs seria a sua atividade peroxidase-like, ou seja, estas
nanoparticulas desempenham uma atividade enzimdatica mimética semelhante a
encontrada em peroxidases naturais!32-134, Do ponto de vista quimico, esta atividade
peroxidase-like se origina principalmente a partir de {ons ferrosos na superficie da Fe-
NP: os ions Fe2*/Fe3* em solucdo (reagente de Fenton) sao conhecidos por catalisar a
decomposicdo do peroéxido de hidrogénio. Além disso, cabe ressaltar que algumas
enzimas peroxidases, assim como seus miméticos, contém Fe2+* ou Fe3* nos seus centros
de reagdol32,

Ao associar esta informacdo ao contexto da marcacdo de células com Fe-NPs,
destaca-se primeiramente o estudo de Huang et al (2009), os quais incubaram CTMs
com uma Fe-NP disponivel comercialmente, o Ferucarbotran’>. Foi verificado que,
devido a atividade peroxidase-like, os niveis de perdxido de hidrogénio H202 nas CTMs
foram drasticamente reduzidos apds 1 h de incubagdo com o Ferucarbotran; diante
disso os autores sugeriram uma correlacdo entre o declinio de H202 intracelular e o
aumento das taxas de proliferacdo das hMSCs que fora observado no estudo.

Em seguida, destaca-se o relato de Chen et al (2012), que testaram a atividade
peroxidase-like de nanoparticulas de maghemita revestidas por DMSA (y-Fe203),
semelhantes as Fe-DMSA utilizadas aqui, e de Fe-NPs constituidas por magnetita (Fez04)
134 (Os autores demonstraram que, dependendo do diferente microambiente intracelular
em que as Fe-NPs estdo localizadas, mais especificamente do grau de acidez nestes

locais, suas atividades enzimaticas miméticas se alteram. Quando localizadas nos



lisossomos, organelas cujo pH é mais baixo, ambas as Fe-NPs aumentaram
drasticamente o dano celular induzido por H20; através da atividade da peroxidase-like,
tendo em vista que houve a producdo de radicais hidroxilo (OH-). Importante mencionar
que as Fe-NPs de maghemita aparentaram ser seguras, uma vez que produzem uma
quantidade relativamente menor os radicais hidroxilo, em comparacdo com as de
magnetita, em condig¢des acidas.

Por outro lado, quando as Fe-NPs estavam localizadas em um ambiente neutro,
similar ao citoplasma, ndo foi observada a producdo dos radicais hidroxilo, mas houve a
quebra direta do H202 em Hz0 e O, através de uma atividade catalase-like. Em suma, de
acordo com Chen et al a atividade peroxidase-like das Fe-NPs ndo é benéfica e estratégias
devem ser tracadas a fim de evitar que Fe-NPs ndao se acumulem nos lisossomos das
células receptoras.

De acordo com as imagens de microscopia eletronica de transmissao (MET),
grande parte do Fe-DMSA interiorizado localiza-se nas mitocondrias das pdCTMs,
organelas de pH neutro. Baseando-se neste raciocinio, as Fe-DMSA ndo poderiam
exercer efeitos téxicos a célula. Além disso, poucas nanoparticulas foram visualizadas

em estruturas semelhantes a lisossomos.

5.1.2. Nanoparticulas Au-DMSA

O ouro é conhecido por suas propriedades Opticas exclusivas, que atrairam o
interesse de grupos de pesquisa para o uso deste em aplicagdes biomédicas, como
marcacao e rastreamento de células e tumores por exemplo. A principio, considerava-se
seguro o uso deste metal amarelo, que a primeira vista parece quimicamente inerte;
entretanto, algumas pesquisas tém demonstrado que, em escala nanométrica, o ouro
pode exercer efeitos téxicos sobre células receptorasl?8135-138  Sendo assim,
nanoparticulas de ouro (Au-NPs) precisam ser examinadas quanto a biocompatibilidade
e aos possiveis impactos ambientais, antes destas serem fabricadas em grande escala
para uso in vivo13°,

Diante do exposto, verificou-se neste trabalho que houve diferenca estatistica
significativa entre CTMs nao marcadas e CTMs marcadas com Au-DMSA, de acordo com
os testes com o reagente MTT. Pelo menos 80% das células permaneceram viaveis nos

grupos experimentais, um valor bem menor se comparado as células expostas ao Fe-




DMSA. Estes dados, portanto, sugerem efeitos sobre a atividade mitocondrial das CTMs
receptoras, que podem ter como origem as seguintes possibilidades: 1)tamanho da
particula; 2)carga de superficie; 3) modificacdes na quimica de superficie e 4)tipo
celular analisado. Fatores estes que ja foram discutidos por Liu et all?8, como
determinantes da citotoxicidade provocada por Au-NPs em geral.

Ao aplicar os fatores mencionados acima em uma possivel explicacao acerca dos
efeitos da Au-DMSA sobre as CTMs, descarta-se logo a primeira possibilidade; Pan et al
(2007), ao expor Au-NPs de varios tamanhos em fibroblastos dermais, verificaram que
aquelas de didmetro entre 1,4 e 2 nm exerciam maiores efeitos toxicos, por ligarem-se
de modo irreversivel as moléculas de DNA nuclear e mitocondrial37. Tendo em vista que
estas dimensOes sao muito menores em comparacdo aos 40 nm da Au-DMSA ,
desconsidera-se, no presente trabalho, os efeitos do tamanho da Au-DMSA sobre a
citotoxicidade observada nas CTMs.

As cargas de superficie também tém impacto sobre a citotoxicidade de Au-NPs.
Schaeublin et al (2011), incubaram células de queratinécitos humanos (HaCaT) com trés
Au-NPs de cargas de superficie positivas, negativas e neutras40. Primeiramente, o grupo
verificou que o valor de DL50 (a concentragdo letal média) das Au-NPs carregadas foi 10
pHg/mL, enquanto que, da Au-NPs neutras, 25 pg/mL. Além disso, foi observado um
estresse mitocondrial significativo, devido a diminuicdo do potencial de membrana
mitocondrial e dos niveis intracelulares de Ca2+, apenas nas células que receberam Au-
NPs carregadas; tais efeitos ndo foram observados naquelas incubadas com Au-NPs
neutras.

Ainda sobre o efeito das cargas de superficie, cabe destacar o relato de Goodman
et al (2004), que investigaram a toxicidade de Au-NPs anionicas e catidnicas de 2 nm
sobre células COS-1 e eritrocitos!4l. Este estudo mostra que as particulas de carga
positiva sdo moderadamente toxicas, enquanto que as particulas negativas nao sao
toxicas (DL 50cationicas = 0,197 pg/mL; DL 50anionicas = 1,452 pg/mL). Interessante
mencionar que o mecanismo de toxicidade das Au-NPs catidnicas, proposto pelos
autores, esta relacionado com as suas interagdes com a membrana celular, mediadas
pela sua forte atracao eletrostatica com a bicamada carregada negativamente. Diante
disso, de acordo com este estudo, desconsideram-se os efeitos da carga negativa das Au-

DMSA sobre a citotoxicidade observada nas CTMs no presente trabalho. Entretanto,



investigacdes futuras sobre o impacto da Au-DMSA sobre o potencial de membrana
mitocondrial devem ser realizadas.

O terceiro fator que modula a citotoxicidade de Au-NPs, de acordo com Liu et
al'?8, sdo as modificacdes na quimica de superficie. A uma escala macroscopica, o ouro é
conhecido por ser quimicamente inerte e resistente a oxidacao; entretanto, quando o
tamanho das particulas atinge dimensdes nanométricas, da-se origem a uma superficie
reativa, que muitas vezes induzem danos oxidativos as células receptorasl42143,
Consequentemente, torna-se essencial modificar a superficie quimicamente ativa da Au-
NP, revestindo o nicleo metalico com uma cobertura que mantenha-se estavel em meio
de cultura ou no ambiente celular, de modo semelhante as Fe-NPs, e proteja as células
do contato direto com o metal.

Conforme discutido anteriormente, a escolha do DMSA como agente de
revestimento proporciona protecdo as células receptoras a medida que este é
dificilmente degradado e removido da nanoestrutura’3l. Sendo assim, ndo ha o contato
entre as biomoléculas celulares e a porcdo reativa da Au-DMSA. Diante do exposto,
desconsidera-se por enquanto os efeitos das modificacdes na quimica de superficie das
Au-DMSA sobre a citotoxicidade observada nas pdCTMs no presente trabalho.
Investigacdes futuras sobre a produ¢do de ROS em CTMs marcadas com Au-DMSA
também serao conduzidas a fim de reforgar essa afirmacgao.

O ultimo fator que pode modular a citotoxicidade da Au-DMSA € o tipo celular
escolhido para ser marcado com esta nanoparticula. Diversas investigacdes recentes tém
analisado a marca¢do de varias linhagens de células animais com Au-NPs e tém-se
observado diferentes efeitos citotoxicos de acordo com o tipo celular
empregadol08144145. Por exemplo, Zhang et al (2011) incubaram macréfagos murinos
RAW 264.7, durante 24 horas, com Au-NPs de 60nm44, Os autores verificaram a
formacdao de um grande nimero de vacuolos intracelulares, com Au-NPs agrupadas em
seu interior; entretanto, ndo foram observados sinais de citotoxicidade (de acordo com
testes com o reagente MTT) nem o aumento da producdo de mediadores pro-
inflamatdrios, nos intervalos de tempo investigados. Ja no relato de Mironava et al
(2010), houve um acumulo semelhante de Au-NPs em grandes vactolos no citoplasma
de fibroblastos dermais humanos; entretanto, houve a indug¢ao da toxicidade8. Depois
de expostos as Au-NPs, as células cresceram lentamente e ndo houve expressdo de

proteinas da matriz extracelular; além disso, a presenga dos vactiolos comprometeram o



citoesqueleto, prejudicando a contracdo celular e a motilidade necessdria para a
proliferacdo. Cabe destacar que, em ambos os trabalhos, foram utilizadas Au-NPs de
tamanho semelhante, com revestimento de citrato e diluidas em concentragdes
préximas (entre 0,1 e 50 pg/mL).

Diante dos relatos de Zhang et al e Mironava et al , sugere-se que algumas
linhagens celulares sao mais sensiveis a presenca das Au-NPs que outras. Importante
mencionar, portanto, alguns relatos da literatura que descrevem efeitos decorrentes da
marcacao de células-tronco mesenquimais com Au-NPs. Em 2009, Fan et al analisaram a
biocompatibilidade entre Au-NPs soliveis em agua (funcionalizadas com citrato) e
células-tronco mesenquimais de medula éssea humana (moCTMs)!46, Os autores
verificaram que ambas as Au-NPs (de 15 e 30 nm) testadas tiveram baixa toxicidade
sobre as moCTMs: células incubadas com 71,1 pg/ mL de Au-NPs, durante 24 horas,
apresentaram mais de 80% de atividade mitocondrial relativa; valor este muito préximo
aos dados obtidos no presente trabalho. Houve também um aumento (de
aproximadamente 1,5 vezes) do nivel de espécies reativas de oxigénio (ROS), sugerindo-
se que a endocitose de Au-NPs levou as moCTMs receptoras a morte celular por necrose.

Em 2011, Fan et al realizaram um novo estudo sobre biocompatibilidade entre
moCTMs e Au-NPs, analisando novos efeitos da marcagdo com as nanoparticulas13®.
Neste trabalho, a concentracdo de Au-NPs (20 nm) que leva a 80% de atividade
mitocondrial relativa das moCTMs (DL20) obtida foi 20.0 uM, ou 3,94 pg/mL. Valor este
muito menor se comparado as concentracdes 52, 70 e 130 pg/mL, testadas no presente
trabalho. Cabe mencionar que, neste relato, os autores observaram que a viabilidade de
moCTMs depende do tamanho das Au-NPs (semelhante ao descrito por Pan et al'37).

Ainda em 2011, Ricles et al testaram a biocompatibilidade entre CTMs e trés Au-
NPs, de diferentes diametros- 20, 40 e 60 nm’1. Os testes com o reagente MTT indicaram
uma reducdo significativa (em compara¢do ao grupo controle) do numero de CTMs
viaveis, quando expostas as Au-NP de 20 e 60 nm, durante 24 horas. Cabe ressaltar que
as Au-NPs de 40 nm (tamanho semelhante ao das Au-DMSA utilizadas no presente
trabalho), ndo exerceram efeitos tdxicos sobre as células.

No presente trabalho, as CTMs testadas seguiram o mesmo padrao de atividade
mitocondrial relativa que as células analisadas por Fan et al em 2009. Este fato
corrobora com o ultimo fator modulador de citotoxicidade, discutido por Liu et al: as

CTMs, como as analisadas no presente trabalho, apresentam uma sensibilidade natural



as Au-NPs. Em outras palavras, os efeitos téxicos observados nao estdo relacionados as
caracteristicas da Au-DMSA, mas sim a mecanismos celulares caracteristicos das CTMs
que as tornam mais ou menos vulneraveis aos efeitos da marcagao.

Por fim, cabe destacar que a figura 4B - que representa a recuperacao da
viabilidade celular de pdCTMs, 48 e 72 horas apds a exposicdo ao Au-DMSA - ilustra o
fendmeno cellular recovery , descrito inicialmente por Miranova et al (2010). Os danos
provocados as células receptoras pelas Au-NPs ndo sdo permanentes; verificou-se que
apo6s a interrup¢do da exposi¢cdo as nanoparticulas, os niveis citoplasmaticos de ouro
diminuem e , consequentemente, a célula recupera totalmente as estruturas e/ou as
fungdes celulares alteradas198147, O cellular recovery ocorre apesar do ouro nao poder
ser metabolizado pelas células receptoras (diferentemente do 6xido de ferro, por

exemplo).

5.2 EFEITOS DAS NANOPARTICULAS SOBRE A FISIOLOGIA DAS CTMs

Tém sido descrito na literatura que nanoparticulas interagem ativamente com
receptores celulares localizados na membrana plasmatica - por exemplo, o EGFR
(receptor do fator de crescimento epitelial) e as integrinas - modulando algumas vias de
transducdo de sinal e induzindo fendtipos celulares, tais como a proliferacdo, a apoptose,
diferenciacdo e migracdo!48. Os efeitos prejudiciais decorrentes das altera¢des das vias
de comunicacao celular nao podem ser detectados apenas por ensaios gerais de
viabilidade, afinal, a presenca de nanoparticulas nas células pode interferir em outras
funcdes. Sendo assim, o presente trabalho investigou os efeitos das nanoparticulas
metalicas revestidas por DMSA sobre a fisiologia das CTMs receptoras, especificamente,
sobre o crescimento celular, sobre a supressao linfocitaria e sobre a multipoténcia
destas células.

Primeiramente, € importante destacar que este foi o primeiro trabalho que
investigou o efeito de nanoparticulas sobre a capacidade anti-proliferativa das CTMs.
Nas concentragoes testadas, tanto o Fe-DMSA quanto o Au-DMSA nado alteraram esta
propriedade intrinseca das células, essencial para o sucesso de terapias celulares; como

por exemplo, a fibrose pulmonar.



5.2.1. Inducao de diferenciacao

Na secdo 4.1.3.1 (Teste de inducdo de diferenciacao das CTMs), verificou-se que
houve diferenciacao adipogénica nos grupos experimentais e no grupo controle, ndo
havendo diferenca significativa na quantidade de Oil Red O incorporado entre os grupos.
Da mesma forma, a diferenciagdo osteogénica ocorreu tanto em CTMs marcadas, quanto
nas ndo marcadas. As CTMs incubadas com o Fe-DMSA ndo apresentaram aumento ou
reducdo tanto da adipogénese, quanto da osteogénese, corroborando com trabalhos
publicados anteriormente por outros grupos?®2. Entretanto, houve uma reducao, porém
ndo significativa, da osteogénese das CTMs ap6s a marcagdo com o Au-DMSA, de acordo
com o ensaio de mensuragao da atividade da enzima fosfatase alcalina.

O fato das Au-DMSA terem suprimido a osteogénese teve grande destaque, tendo
em vista que muitos trabalhos na literatura descrevem o estimulo que Au-NPs exercem
sobre a diferenciacdo osteogénica e mineralizacdo?1149150, (Cabe mencionar
primeiramente o relato de Yi et al (2010), os quais incubaram CTMs murinas com Au-
NPs (20 nm) diluidas a 1,97 x 10-4 pg/mL - muito menor que concentracao de Au-DMSA
testada aqui, 90 pg/mL - e observaram que as Au-NPs promoveram a super-expressao
de genes relacionados a diferenciacdo osteogénical4?. Os autores destacaram ainda as
imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissao (MET) e evidéncias de
super-regulacao de integrinas; dados que sugerem a interacao entre Au-NPs, membrana
celular e proteinas citoplasmaticas, interferindo assim, com certas vias de sinalizacao
celular. Ambos os processos resultam em um estresse mecanico sobre as CTMs, levando
a ativa¢do da via de sinalizagdo p38 MAPK, que por sua vez desencadeia o aumento da
regulacdo de genes pro-osteogénese e infra-regulacdo de genes pré-adipogénese.

No relato mais recente de Zhang et al (2014), concluiu-se que Au-NPs podem
promover significativamente a proliferacdo de osteoblastos murinos, aumentando a
atividade da ALP, e aumentando o numero de ndédulos 4sseos e teor de calcio in vitro150,
Além disso, a expressdo de genes relacionados a morfogénese do esqueleto (BMP-2,
Runx-2, OCN e Col-1) foi super-regulada na presenca de AuNPs. Vale ressaltar que as
nanoparticulas também foram diluidas a 1,97 x 104 pg/mL e que Au-NPs de 20 nm
foram mais eficientes que Au-NPs de 40 nm em regular as atividades dos osteoblastos.
Por fim, as Au-NPs aumentaram o nivel de fosforilacdo ERK / ERK total, o que sugere

novamente os impactos destas sobre a via de sinalizagdo MAPK.



De modo semelhante ao presente trabalho, Fan et al36146 verificaram que tanto a
atividade de ALP quanto a deposicdo de calcio foram significativamente inibidas pela
adicdao de Au-NPs, em comparacao com grupos controle. Ao discutirem os resultados
obtidos em 2011, os autores afirmaram que seus dados estavam desacordo com os de Yi
et al'*? e a provavel causa seria a exposicdo das CTMs a maiores concentra¢des de Au-
NPs: entre 1,8 a 18 pg/mL no estudo de 2011; entre 7,1 e 71,1 pg/mL, em 2009. Segundo
0 grupo, os maiores teores de Au-NPs provocaram efeitos citotoxicos causados pelo
estresse oxidativo, que reprimiram tanto a diferenciacdo osteogénica quanto a
adipogénica.

Semelhante ao descrito por Fan et al, o relato mais recente de Mironava et al
(2014) também destaca a supressdo da atividade adipogénica em CTMs de tecido
adiposo (adCTMs), apdés a marcacdo destas com Au-NPs!47. Cabe ressaltar que houve
uma reducdo significativa entre a adipogénese em adCTMs marcadas com Au-NPs a 13
nm em comparacao as células expostas as Au-NPs de 45 nm (dimensdes proximas ao Au-
DMSA); fato que foi explicado pelos autores como consequéncia do aumento da
transcricdo do gene DLK1, que codifica uma proteina transmembranar envolvida na
inibicao da diferenciacao adipogénica. Verificou-se que os niveis de DLK1 em adCTMs
expostas as Au-NPs de 13 nm eram maiores que nas expostas as de 45 nm. Cabe destacar
que estes utilizaram concentracdes mais baixas de Au-NPs que as testadas aqui: 20
pg/mL. Outros dados da literatura também corroboram com estes resultados?1.146,149,

No caso das Au-DMSA, no presente estudo, é possivel deduzir que a reducdo da
osteogénese possa, de fato, ter sido causada pelos altos teores de Au-DMSA utilizados
para a marca¢do das pdCTMs. Além do fato dos nossos dados terem apresentado um
comportamento muito semelhante a dos apresentados por Fan et al, a concentracao
analisada pelo grupo em 2009 - 71,1 pg/mL - foi a mais proxima (dentre todos os
trabalhos analisados) da que foi testada aqui - 90 pg/mL. Porém, sugere-se aqui que o
mecanismo responsavel pela inibicao ndo seja o estresse oxidativo, mas sim o fato destas
nanoparticulas se agregarem em vacuolos, conforme sugerido por Mironava et al
(2014)147: além dos agregados reduzirem muito a superficie de contato entre
nanoparticula e célula (diminuindo a superficie reativa), o fato destes serem
endocitados e aprisionados em vacuolos dificulta o processo de ativacdo da via de
sinalizagdo celular MAPK, neste caso. Mesmo motivo pelo qual ndo houve reducao da

atividade adipogénica nas CTMs marcadas com as Au-DMSA, diferente do descrito por



Mironava et al. Apesar disso, ndo estd descartada a possibilidade de realizar um ensaio

de analise de producao de ROS a fim de confirmar a hipétese de Fan et al (2011).

5.2.2. Verificagdo da proliferacdo de CTMs marcadas

Em 2009, Huang et al descreveram os efeitos indutivos que o Ferucarbotran (uma
Fe-NP disponivel comercialmente) exerceram sobre o crescimento de moCTMs humanas
75, No entanto, os dados obtidos aqui no presente estudo estdo em desacordo com o
trabalho deste grupo; visto que ndo houve diferencas significativas entre o crescimento
de pdCTMs marcadas com Fe-DMSA e pdCTMs controle. A discordancia entre nossos
dados e as conclusdes de Huang et al tem origem em trés fatores: 1) os tempos de
proliferacao analisados; 2) os tempos de exposicdo as Fe-NPs e 3) as propriedades
quimicas das nanoparticulas testadas.

Primeiramente, Huang et al contaram as células marcadas e células controle (por
exclusao de azul-tripan, semelhante ao método descrito aqui) apenas no tempo “1 dia” ;
entretanto, no presente estudo, as pdCTMs foram contadas 02, 04, 06, 08 e 10 dias apo6s
incubacdo ao Fe-DMSA. Este fato nos remete ao que fora discutido por Mironava et al
(2010), que afirmam que grande parte dos grupos de pesquisa tém focado apenas nos
efeitos a curto prazo das nanoparticulas sobre as células, ao invés das consequéncias a
longo prazo as quais, de fato, podem afetar a fung¢ao celular gerall%8. Diante disso, devido
ao delineamento experimental feito no presente estudo foi possivel rejeitar uma
hipotese (“as Fe-DMSA poderiam também estimular as proliferacdo das CTMs”) baseada
no resultado apresentado por Huang et al.

Além disso, cabe mencionar que enquanto as pdCTMs foram incubadas com o Fe-
DMSA durante 24 horas para a realizacao deste experimento, Huang et al expuseram
suas moCTMs ao Ferucarbotran por apenas uma hora. Apesar de o grupo ter escolhido
concentracoes maiores de Fe-NPs (100 e 300 pg/mL), a rapida exposi¢do pode ter como
consequéncia um menor nimero de nanoparticulas interiorizadas; o que ja é um fator
determinante, conforme discutido anteriormente, da viabilidade celular e, por sua vez,
das taxas de proliferacgao.

Por fim, de acordo com Huang et al, os mecanismos celulares responsaveis
estimulo da proliferacio de moCTMs marcadas sdo: 1) a atividade peroxidase-like

intrinseca do Ferucarbotran, que reduz as taxas de per6xido de hidrogénio (H202)



intracelular ; e 2) fons Ferro libertados pela degradacio lisossomal (oriundos da Fe-NP)
aceleram a progressdo do ciclo celular. Apesar das diferencas entre os dois estudos,
estes fatores propostos pelos autores fornecem informagdes valiosas sobre o que possa
ter ocorrido nas pdCTMs marcadas com Fe-DMSA. Por exemplo, os testes de analise de
ciclo celular realizados por Huang et al foram realizados utilizando-se a concentragao de
300 pg/mL, quase 4 vezes maior que a testada aqui; a excesso de ferro no interior das
células receptoras certamente levou a um aumento citoplasmatico do ion livre, fato que
ndo ocorreu no presente estudo, a 80 pg/mL. Assim, o Fe-DMSA, na concentracao
testada, ndo poderia modular o ciclo celular, promovendo a proliferagao.

Por outro lado, houve um aumento significativo da quantidade de pdCTMs
marcadas com Au-DMSA no segundo dia apds a incubacdo. Esse resultado estd em
desacordo com o que fora descrito por Mironava et al (2014), que mediram a
proliferacao em culturas de adCTMs!47. Os autores inicialmente expuseram as células,
durante 72 horas, as Au-NPs (45 nm) diluidas em meio de cultivo a 13, 20 e 26 pg/mL;
em seguida, vefiricou-se que as taxas de proliferacdo foram menores em todas as
amostras, em comparagdo ao grupo controle. Cabe destacar que as adCTMs expostas a
concentracdo 26 pg/mL, praticamente nao cresceram apds o periodo de incubagdo.
Tendo em vista que ndo foram observados rompimentos das fibras de actina nestas
adCTMs, os autores sugerem outros fatores que poderiam ser responsaveis pela inibi¢ao
da proliferagdo celular: como altera¢des da sinalizagdo de integrina e da organiza¢do da
matriz extracelular.

A diferenca mais notavel entre o presente estudo e o trabalho de Miranova et al,
foi o tempo em que as CTMs foram expostas as Au-NPs: 24 e 72 horas, respectivamente.
E importante mencionar que estes autores tém como objetivo observar efeitos a longo
prazo e o recovery em diferentes linhagens celulares marcadas com Au-NPs e, para isso,
realizam estudos nos quais as células testadas sao expostas durante trés ou até seis dias
com as nanoparticulas; destacando-se assim, os efeitos citotéxicos decorrentes da
incubacao durante longos tempos.

Sendo assim, a exposicdo das pdCTMs tanto ao Fe-DMSA quanto ao Au-DMSA,
durante 24 horas tem se mostrado segura. Demonstrada a biocompatibilidade, nestas
condigoes, entre células e nanoparticulas, segue-se adiante no presente estudo, de modo
a verificar a eficiéncia destes materiais em produzir sinais detectaveis pelo

microtomégrafo.



5.3 ENSAIOS IN VIVO

Este foi o primeiro trabalho no qual se tentou utilizar nanoparticulas de 6xido de
ferro como tracadores para rastreamento in vivo de células-tronco, utilizando-se uma
técnica de diagndstico por imagem diferente da ressonancia magnética (RM). Apesar de
biocompativeis, as nanoparticulas Fe-DMSA interiorizadas pelas pdCTMs ndo foram
detectadas pelo microtomdgrafo, em quaisquer tempos de andlise. Tendo em vista que o
ferro tem nimero atbmico menor em comparagdo aos agentes de contraste comumente
utilizados, deduzia-se que de fato ndo fosse possivel utilizar as Fe-DMSA como
marcadores para visualizagdo in vivo por microtomografia computadorizada (MTC).

Entretanto, Rahn et al (2014) descreveram recentemente a MTC como
ferramenta para deteccdo e quantificacdo de Fe-NPs em tecidos tumorais; ap6s uma
terapia minimamente invasiva baseada no direcionamento magnético destas
nanoparticulas conjugadas a farmacos!51. A quantificacdo de ferro foi possivel mediante
calibracdo do equipamento com phantoms (constituidos por tecido biologico e
concentragdes conhecidas de Fe-NPs), cujos valores na escala de cinza foram aplicados
em uma curva de calibragdo, que pode ser utilizada em conjuntos de dados tomograficos.
Importante destacar que as concentracdes de Fe-NPs testadas para a elaboracao desta
curva variavam de 1 a 35 mg/mL, muito mais altas que a quantidade de Fe-DMSA
presente no conjunto de pdCTMs marcadas, antes de sua inoculagdo no animal (0,017
mg). A detec¢do ndao depende do nimero atdmico do ferro, como se pensava; mas sim da
concentracdao de ferro presente na amostra a ser analisada. Diante dos limites de
concentracdao detectaveis pelo equipamento, torna-se dificil portanto visualizar e
rastrear uma unica CTM marcada, ou um pequeno grupo delas, por meio da MTC; afinal,
é dificil obter-se tamanha concentragdo de Fe-DMSA por célula sem prejudica-las.

Por outro lado, ja fora descrita o rastreamento in vivo, por MTC, de células
marcadas com Au-NPs68106; apesar disso, ndo foi possivel neste estudo visualizar as
nanoparticulas Au-DMSA que foram interiorizadas pelas pdCTMs. A fim de explicar este
fato, comparou-se o presente trabalho com o relato de Menk et al (2011) sendo possivel
entdo destacar algumas informagdes106:

1) Inoculou-se entre 5.10> e 10¢ pdCTMs marcadas nos camundongos analisados
aqui, enquanto que, em Menk et al, foram 107 células. De acordo com os dados dos

autores, em um pellet de CTMs administradas em um animal havia aproximadamente



332 pg de ouro, uma quantidade de marcador detectavel pelo equipamento. No presente
trabalho, este valor foi de apenas 10°células. Ha ainda a possibilidade do Au-DMSA ter
proporcionado contraste as células, mas ndo o suficiente para distingui-las do tecido
conjuntivo associado aos bronquios ou ao proprio tecido fibrotico. Sendo assim, sugere-
se aqui que um numero maior de células marcadas seja utilizado.

2) No presente trabalho, foi utilizado um aparelho de microtomografia
tradicional, o qual baseia-se apenas em efeitos de absor¢cao. Em outras palavras, o
contraste nas imagens é inteiramente devido as diferencas nas propriedades de
absorcao de raios X dentro do objeto analisado. Isto provoca problemas quando tecidos
biologicos moles sdo fotografados, pois as pequenas diferencas de absorcao de raios-x
resultam em baixo contraste de imagem>2. No trabalho de Menk et al, utilizaram-se dois
equipamentos de microtomografia - o TOMOLAB e o SYRMEP - ambos conectados a uma
fonte de radiacdo sincrotron, produzida no laboratério ELLETRA (Italia). Estes
equipamentos realizam a aquisicao de imagens por meio da técnica de contraste de fase
e difracao, resultando em imagens com forte valorizacdo do contraste e com aumento da
visibilidade de detalhes finos e pequenos, como células marcadas com Au-NPs, por
exemplo!>3. A diferenca entre os aparelhos de MTC utilizados, portanto, podem ser uma
causa para a discrepancia entre nossos resultados e os de Menk et al.

Importante mencionar também que houve a progressao da fibrose pulmonar em
um animal que foi inoculado com pdCTMs marcadas com Au-DMSA, fato que contradiz o
que fora demonstrado pelas analises histoldgicas realizadas anteriormente: o sucesso
terapéutico das pdCTMs na atenuacao da evolucdo da fibrose pulmonar, quando
administradas pela via intranasal. Um fator que pode explicar tal fato é a possibilidade
das Au-DMSA terem interferido na capacidade migratoria das pdCTMs - ha relatos na
literatura que associam a marcacao de CTMs (e outras linhagens celulares) com Au-NPs
com a inibicdo da migrac¢do in vitro destas célulasl47.154, Cabe destacar que, nas analises
histologicas do presente trabalho, as pdCTMs migraram efetivamente para o sitio da
lesdo e estavam marcadas com Fe-DMSA (figura 26). Torna-se importante, portanto,
investigar futuramente se CTMs marcadas com Au-DMSA chegam efetivamente aos
pulmoes fibroticos, o que pode ser feito por rastreamento in vivo em detectores de
fluorescéncia ou por analises histolégicas em microscopia de fluorescéncia, baseando-se

nas propriedades 6ticas do Au-DMSA.



Apesar do resultado obtido nos ensaios in vivo ndo ter sido o que se esperava, o
presente trabalho resultou no estabelecimento de novos protocolos e técnicas que
podem ser utilizados em futuras pesquisas. Primeiramente, cabe destacar que realizou-
se aqui, pela primeira vez, a instilacao intratraqueal ndo-cirurgica de bleomicina para
inducdo de fibrose pulmonar. Utilizando-se cateteres intravenosos como sondas
intratraqueais, exclui-se o trato respiratorio superior, no qual respostas imunes podem
ser iniciadas!>> de modo a prejudicar a acdo da bleomicina nos pulmoes; e evita-se a
morte prematura dos animais devido ao procedimento cirdrgico. Embora este método
permita a entrega efetiva do firmaco para os pulmoes, ele exige treinamento extensivo e
validagao.

Utilizou-se aqui pela primeira vez células-tronco mesenquimais oriundas da
polpa dental em modelos de fibrose pulmonar, nos quais geralmente tem sido testadas
CTMs de medula 6ssea3*. Recentemente, La Noce et al (2014) afirmaram que, apesar de
seu potencial, de poucos ensaios clinicos utilizando-se estas CTMs foram relatados,
inclusive em estudos relacionados a reconstrucao de tecidos 6sseos!>6. Demonstrou-se
aqui a acao imunomodulatoéria destas CTMs e sua eficacia na atenuac¢do da progressao da
fibrose pulmonar; e sugere-se, portanto, o uso destas em estudos relacionados a doencas
pulmonares.

Por fim, destaca-se também a instilacdo intranasal como via de administracdo de
células-tronco em modelos de doencgas do sistema respiratério. Importante mencionar
que esta técnica é comumente utilizada como via de acesso ao sistema nervoso central,
em estudos que analisam migra¢do de CTMs para tumores ou sitios lesionados na regido
cerebrall%. No presente trabalho, verificou-se CTMs marcadas em abundancia e uma
eficacia terapéutica maior, em comparacdo aos animais que receberam CTMs
intravenosamente. Diante disso, a administracao de CTMs por instilacao intranasal é
uma alternativa promissora para o tratamento de fibrose pulmonar idiopatica, tendo em

vista que as células migram mais facilmente e diretamente para os alvéolos injuriados.

5.4 PERSPECTIVAS

As nanoparticulas metalicas Au-DMSA e Fe-DMSA, conforme descrito no presente
trabalho, ndo tiveram um bom desempenho como tracadores de pdCTMs quando

analisadas em um aparelho de microtomografia. Entretanto, ambas ainda podem ser



exploradas em outras modalidades de imagiologia; a Fe-DMSA pode ser visualizada por
ressonancia magnética e a Au-DMSA, por ultrassonografia e detec¢do in vivo de
fluorescéncia. Além disso, por serem funcionalizadas com DMSA, outras moléculas
podem ser conjugadas as nanoparticulas de modo a otimizar o rastreamento in vivo,
como substancias fluorescentes ou radioativas.

Apesar de todos os testes in vitro realizados no presente trabalho sugerirem a
biocompatibilidade entre o Au-DMSA/Fe-DMSA e as pdCTMs, testes de deteccdo de
espécies reativas de oxigénio, de alteracdo de potencial de membrana mitocondrial e de
inducdo de diferenciacdo condrogénica in vitro (discutidos acima) serao realizados no
futuro a fim de confirmar por completo que estes materiais sdo seguros para uso em
células-tronco. Estes testes, inclusive poderao oferecer novas possibilidades de uso das
Au-DMSA e Fe-DMSA.

Em relacao aos testes in vivo, demonstrou-se aqui o potencial da administracao
intranasal de células-tronco para o tratamento da fibrose pulmonar. No futuro, os
mesmos experimentos serdo repetidos com um nimero maior de animais por grupo
experimental, visando corroborar os resultados aqui apresentados e, além disso,
esclarecer e descrever os mecanismos terapéuticos - quantas células migram aos
pulmdes lesionados; a possibilidade das CTMs se diferenciarem em células pulmonares
para reparo tecidual; qual a parcela das CTMs que atingem o sistema nervoso central,

mesmo ap6és a indugdo da fibrose.



CONCLUSOES



6. CONCLUSOES

Com base nos resultados alcangados, pode-se concluir que as nanoparticulas Au-
DMSA e Fe-DMSA ndo sdo bons tracadores para rastreamento in vivo células-tronco
mesenquimais por microtomografia computadorizada. Embora assegurado, em termos
de biocompatibilidade, o uso de Fe-DMSA e Au-DMSA como marcadores de pdCTMs,

estas ndo foram detectadas pelo equipamento, nas concentragdes testadas.

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

1. Nas concentragdes testadas, as nanoparticulas de ferro e ouro funcionalizadas com
DMSA ndo exerceram efeitos sobre CTMs de polpa dental humana;

2. Ambas as nanoparticulas foram eficientemente interiorizadas pelas pdCTMs;

3. Ndo houve alteracbes nas funcoes celulares das pdCTMs aqui analisadas:
capacidade de diferenciagdo, proliferacado in vitro e inibicao de linfocitos T.

4. As pdCTMs, marcadas com Fe-DMSA, migram efetivamente para tecidos
pulmonares lesionados, em um modelo murino de fibrose pulmonar por
administracdo intratraqueal de bleomicina;

5. A administracdo intranasal de células-tronco, em um modelo murino de fibrose
pulmonar, apresentou potencial terapéutico.

6. As nanoparticulas interiorizadas pelas pdCTMs, ndo estavam em concentragao
suficiente para emitir sinais detectaveis pelo microtomdgrafo, impossibilitando a

visualizacao e o rastreamento in vivo.

Tomados em conjunto, estes resultados sugerem o uso do Au-DMSA e o Fe-DMSA
como marcadores de células-tronco, para visualizacao e rastreamento in vivo em outras

modalidades de imagiologia.
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