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RESUMO

Nanoparticulas magnéticas (NPMs) tém sido empregadas como sondas multifuncionais a fim
de diagnosticar e tratar doengas hepéticas nos Gltimos anos. O sistema de Biosusceptometria
de Corrente Alternada (BAC) vem demonstrando resultados expressivos em quantificar
NPMs. Diante disso, o presente trabalho tem por objetivo avaliar como a condicdo de
hepatocarcinogénese associada a cirrose altera a biodistribuicdo de NPMs no figado a partir
da quantificagdo e reconstrucdo de imagens da biodistribuicdo. Foram utilizados 36 ratos
machos Wistars, com peso corporal entre 250 a 350 gramas, divididos em dois grupos tratado
e controle. O grupo tratado foi submetido a um protocolo de inducéo de cirrose com injecoes
de Dietilnitrosamina (DEN) e Tioacetamida (TAA), em durante treze semanas. Apos, foram
submetidos a cirurgia de canulacdo da veia femural para administracdo intravenosa de NPMs
(dose de 32 mg/kg) sob anestesia (99% uretano — 1,5 mg/kg). Foram utilizadas NPMs de
ferrita de manganés revestidas com citrato (Cit-nFe>O4). Eutanasiados os animais, os figados
foram retirados e escaneados pelo sensor BAC monocanal, acoplado a mesa CNC automaética
para futura reconstrucao de imagens estaticas da biodistribuicdo. Posteriormente foi realizada
a quantificacdo das massas de NPMs em amostras de 6rgaos secas e homogeneizadas, a partir
do sensor BAC cavidade. Assim, foi possivel a reconstrucdo de imagens estaticas e obtencao
de informagOes relevantes sobre a biodistribuicdo de NPMs no tecido. Evidenciou-se o
prejuizo da funcdo hepatica mediante ao estagio cirrético em virtude das inimeras alteracdes
vasculares acarretadas pela doenca, que influenciam o fluxo sanguineo e consequentemente
0 acumulo de NPMs. Foi confirmado a eficiéncia do sistema BAC a fim de quantificar e

reconstruir imagens de biodistribuicdo em tecidos bioldgicos.



ABSTRACT

Magnetic nanoparticles (MNPs) have been employed as multifunctional probes to diagnose
and treat liver diseases in recent years. The Alternating Current Biosusceptometry (ACB)
system has shown significant results in quantifying NPMs. In view of this, the present work
aims to evaluate how the condition of hepatocarcinogenesis associated with cirrhosis alters
the biodistribution of MNPs in the liver from quantification and image reconstruction of
biodistribution. We used 36 male Wistars rats, with body weight between 250 to 350 grams,
divided into two groups, treated and control. The treated group was submitted to a cirrhosis
induction protocol with injections of Diethylnitrosamine (DEN) and Thioacetamide (TAA)
over a period of thirteen weeks. Afterwards, they underwent femoral vein cannulation surgery
for intravenous administration of MNPs (32 mg/kg dose) under anesthesia (99% urethane -
1.5 mg/kg). Citrate-coated manganese ferrite MNPs (Cit-nFe204) were used. Euthanized the
animals, the livers were removed and scanned by single-channel ACB sensor, coupled to
automatic CNC table for future reconstruction of static images of biodistribution.
Subsequently, quantification of MNPs masses in dried and homogenized organ samples was
performed from the cavity ACB sensor. Thus, it was possible to reconstruct static images and
obtain relevant information about the biodistribution of MNPs in the tissue. It was evidenced
the impairment of liver function by cirrhotic stage due to numerous vascular changes caused
by the disease, which influence the blood flow and consequently the accumulation of MNPs.
The efficiency of the ACB system to quantify and reconstruct biodistribution images in

biological tissues was confirmed.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia e a nanociéncia sdo areas de pesquisa, com grande evolucdo e
desenvolvimento, e que, recentemente, vém se destacando com aplica¢Bes na area da salde, a
denominada nanomedicina (FONTES, 2019). Ela fundamenta-se do principio de que, ao se
manipular certos materiais em escala nanométrica, eles assemelham-se, em escala, as estruturas
bioldgicas (KIM; RUKTA; CHAN, 2010). Desta forma, a nanomedicina se apresenta como
importante promessa no desenvolvimento de novos métodos de diagndstico e tratamento no
campo da oncologia (OLIVEIRA; DE SOUSA LIMA, 2021).

A perspectiva sobre nanomedicina tem ampliado consideravelmente nos ultimos anos
(PARVEEN; MISRA; SAHOO, 2012), o que proporcionou sua introducao em ambitos clinicos
(LEGGE; COLLEY; LAWSON; RAWLINGS et al., 2019), demonstrando potencial em
transpor desafios, ainda existentes, no diagndstico e tratamento de inimeras doencas, fazendo
uso de materiais nanoestruturados (MITCHELL; BILLINGSLEY; HALEY; WECHSLER et
al., 2021). Atributos importantes desses materiais, como tamanho exiguo, alta versatilidade e
suas propriedades fisico-quimicas, que variam dependendo do tamanho da particula, sdo
importantes caracteristicas a respeito do desenvolvimento de novos métodos terapéuticos
(LEGGE; COLLEY; LAWSON; RAWLINGS et al., 2019) e de diagnéstico convencionais
(PARVEEN; MISRA; SAHOO, 2012).

Dentre as categorias de nanomateriais que vém despertando interesse na comunidade
cientifica, pontua-se as nanoparticulas magnéticas (NPMs) (ZEINALI SEHRIG; MAJIDI,
NIKZAMIR; NIKSAMIR et al., 2016), estruturas que podem dispor de inimeros tamanhos,
entre 1 a 100 nanébmetros, cujas caracteristicas, como formato e composicdo, apresentam
aplicacdes diversas (FADEEL; ALEXIOU, 2020), exibindo atrativo potencial terapéutico
(CARDOSO; FRANCESKO; RIBEIRO; BANOBRE-LOPEZ et al., 2018), salienta-se seu
emprego como mediador na hipertermia magnética (LEGGE; COLLEY; LAWSON;
RAWLINGS et al., 2019), atuacdo como vetores na entrega guiada de drogas (ASLAM,;
SHUKRULLAH; NAZ; FATIMA et al., 2021), além de atuarem como agentes de contraste
para Imageamento por Ressonancia Magnética (IMR), técnica fundamentada na Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) em que os sinais de RMN adquiridos, particularmente provenientes
do ndcleo de atomos de hidrogénio, sdo codificados e geram uma imagem (GONCALVES;
RAMALHO, 2017).

A sintese das NPMs pode se suceder a partir de inUmeros compostos, como ouro, prata
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e Oxido de ferro (FRANTELLIZZI; CONTE; PONTICO; PANI et al., 2020), em especial, as
baseadas em Oxido de ferro manifestam comportamento ferrimagnético e em situacdes de
dimensbGes inferiores a 20 nandmetros, esse comportamento altera-se para o
superparamagnético (BEDANTA; KLEEMANN, 2008), em ambitos clinicos, o
superparamagnetismo tem melhor serventia, sendo a magnetita superparamagnética (FezO4) 0
Oxido mais usualmente utilizado, devido a boa biocompatibilidade e baixa toxicidade (ASSA;
JAFARIZADEH-MALMIRI; AJAMEIN; ANARJAN et al.,, 2016). Esse comportamento
descreve uma veloz resposta quando a NPM é submetida a um campo magnético externo,
demonstrando momento magnético caracteristico, e analogamente ao comportamento
ferromagnético (FRANTELLIZZI; CONTE; PONTICO; PANI et al., 2020), ndo expressa
magnetizacdo remanente, por conseguinte, ao cessar a excitacdo advinda do campo magnético,
as particulas retornam a sua orientacdo arbitraria, além disso, manifestam momento magnético
coletivo nulo (BEDANTA,; KLEEMANN, 2008). Devido a esses atributos, esses materiais
classificam-se como SPIONs (Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles).

Um componente fundamental na avaliacdo translacional de nanomedicamentos é a
determinacéo de sua biodistribuicdo no organismo (ARMS; SMITH; FLYNN; PALMER et al.,
2018). Existem trés métodos de deteccdo e quantificacdo em sistemas e tecidos bioldgicos, para
andlises da biodistribuicdo de NPMs. O primeiro método é baseado na deteccdo elementar
desses materiais, como o ICP-MS (lon Coupled Plasma Mass Spectrometry), que faz uso de
plasma para ionizacdo da amostra examinada e, por meio de seu espectrometro de massa, divide
e quantifica os ions presentes (WAGNER; SCHNORR; PILGRIMM; HAMM et al., 2002). Em
segundo, os métodos indiretos de deteccdo, via atividade radioativa, que, fazendo uso de
tracadores magnéticos, detectam 0s materiais magnetizados (KUMAR; ROY;
OHULCHANSKKY; VATHY et al., 2010). Por fim, métodos de detec¢do direta, diante das
propriedades magnéticas das particulas, demonstram alta resolucéo e sensibilidade, ademais, é
0 método mais almejado tratando-se de deteccdo e quantificagdo, pois ndo se faz uso de
moléculas marcadoras rastreaveis nas NPMs, que eventualmente influenciam e interagem com
0 meio bioldgico (FARIA, 2020). Como exemplos de métodos diretos, podemos citar o MRI
(Magnetic Ressonance Imaging) e o0 MPI (Magnetic Particle Imagening). O MRI é uma técnica
de deteccéo direta que consiste em quantificar e detectar a desconformidade da resposta captada
pela existéncia de NPMs nas vizinhangas do nucleo de hidrogénio, quando sujeitos a campo
magnético externo ou ondas de radiofrequéncia (ARAMI; KHANDHAR; TOMITAKA; YU et
al., 2015); e o MPI, é um método que emprega campos magnéticos de corrente continua com
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objetivo de produzir uma regido livre de campo, resultando na saturacdo magnética das
particulas fora da regido de relevancia, e apo6s, aplica um campo magnético alternada nessa
mesma regido saturada, detecta as NPMs utilizando da ndo linearidade de magnetizacdo, através
de bobinas fundamentadas na lei de inducdo de Faraday (LOEWA; WIEKHORST;
GEMEINHARDT; EBERT et al., 2012), entretanto ambas exibem alto custo, complexidade e
necessidade de operarem em ambiente blindado magneticamente.

Ao serem administradas intravenosamente, as NPMs sdo especialmente capturados em
tecidos com existéncia de macréfagos, como figado e baco (ALPHANDERY, 2019) a depender
de certos fatores fisicos, como quantidade de dose injetada, tamanho e revestimento da
particula. Em torno de 30-99% das NPMs presentes na corrente sanguinea sao apreendidas pelo
tecido hepético (COLE; DAVID; WANG; GALBAN et al., 2011). O excesso de NPMs retidos
nesse 0rgdo e suas propriedades superparamagnéticas, apés a injecdo intravenosa, ampliam a
capacidade da utilizacdo desses materiais como agente de contraste (GONCALVES;
RAMALHO, 2017), a fim de ampliar a relacdo sinal-ruido, viabilizando modalidades de
imageamento magnético para diagndstico de patologias hepaticas (MAUREA; MAINENTI;
TAMBASCO; IMBRIACO et al., 2014).

O figado desempenha funcgdes fisiologicas essenciais (EZHILARASAN, 2021)
englobando desde a producdo e secrecdo de bile, metabolismo de carboidratos, equilibrio
hormonal e desintoxicacdo, reservatorio de volume e filtro para o sangue, até a producéo de
fatores imunoldgicos para combater infecgdes (ZHANG; POON; TAVARES; MCGILVRAY
et al., 2016), ademais, € o principal centro de transformacéo de diversas drogas e xenobioticos
(EZHILARASAN, 2021). Lébulo hepético é o nome que se dé a unidade funcional desse sitio
anatémico, estrutura de formato cilindrico que possui alguns milimetros de comprimento, cerca
de 50.000 a 100.000 I6bulos hepaticos estdo presentes no figado (HALL, 2021). Séo
constituidos por inimeras placas celulares com espessura de duas células, circundando e se
irradiando para uma veia central (HALL, 2021).

A arquitetura hepéatica é separada em duas por¢des: (1) por¢do parenquimatosa,
constituida por células biliares e células hepaticas, os hepatocitos, e (2) a por¢do ndo
parenquimatosa, onde estdo presentes células endoteliais sinusoidais (LSECs), células hepéticas
estreladas em descanso (HSCs) e células de Kupffer (CKs), intitulados macrdfagos residentes
do figado (SUN; KANG; LIU; ZHANG et al., 2021), cerca de 80-90% dos macrdfagos
residentes do corpo humano encontram-se no figado (ZHANG; POON; TAVARES;
MCGILVRAY et al., 2016). Os CKs sao celulas especializadas na liberagdo de citocinas e
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fagocitose, operam como linha priméria de prote¢do imunoldgica do corpo humano (SOARES;
PROSPERO; CALABRESI; RODRIGUES et al., 2019), essas células interagem diretamente
com as NPMs em virtude da vasculatura fenestrada hepatica, os sinusoides hepaticos sdo
cobertos pelas LSECs associadas com as CKs (BARTNECK; WARZECHA; TACK, 2014) e
formam um revestimento continuo dos capilares (ZHANG; POON; TAVARES; MCGILVRAY
etal., 2016).

O figado demonstra alto fluxo sanguineo e baixa resisténcia vascular, a cada minuto,
cerca de 1.050 mililitros de sangue fluem da veia porta para os sinusoides hepaticos e outros
300 mililitros fluem a partir da artéria hepatica, totalizando o equivalente a 27% do débito
cardiaco (HALL, 2021). O tecido hepético revela notavel capacidade regenerativa fim de
reinstalar sua homeostase (HALL, 2021). Contudo, em casos de lesdes persistentes, um
mecanismo de cicatrizacao de feridas, em que ha deposicéo de proteinas de matriz extracelular
(MEC) no tecido afetado, conhecido como fibrose, é incitado (BARTNECK; WARZECHA,;
TACK, 2014). A alta proliferacdo de proteinas da MEC resultante em producédo excessiva de
tecido conjuntivo hepatico, que prejudica as funcionalidades do figado (TACKE;
WEISKIRCHEN, 2021).

Grande parte dos disturbios que afetam o figado, inclusive doencas hepaticas
gordurosas, hepatite B e C, resultam em les6es hepatocelulares constantes, convertendo-se em
fibrose, e posterior, a cirrose hepatica (MOKDAD; LOPEZ; SHAHRAZ; LOZANO et al.,
2014). Cerca de 50% das doencas hepaticas sdo causadoras de, aproximadamente, 2 milhdes de
mortes no mundo por ano (MOKDAD; LOPEZ; SHAHRAZ; LOZANO et al., 2014). Pacientes
com cirrose estdo mais suscetiveis a serem infectados pelo SARS-CoV-2 e apresentarem um
curso grave da doenca, devido a sua imunodisfuncdo, possuindo piores desfechos clinicos,
como hospitalizacdo e maior risco de morte (MARJOT; MONN; OOK; ABD-ELSALAM et
al., 2021), demonstrando que, além de por si s6 ser uma doenca extremamente nociva, a cirrose
pode influenciar negativamente em outras patologias imunossupressoras.

Morfologicamente, a cirrose hepéatica € um estado fisiopatologico difuso no tecido,
sendo fase final de muitas lesdes no tecido (BARTNECK; WARZECHA; TACK, 2014),
fundamenta-se no surgimento de nddulos regenerativos anormais de fibrose e alteracdes
vasculares, em decorréncia a danos cronicos, que repercutem em hipertensdo portal (MAIA;
BERTONCELLO; DA SILVA, PEREIRA et al., 2022) e insuficiéncia hepatica (MAEDA,
SILVA; HARIMA; SILVA et al.,, 2008). Outrossim, é segmentada em duas condicdes

sintomatoldgicas; a fase compensada € assintomatica, ndo apresentando maiores problemas
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para o paciente e de dificil detec¢do, é na fase descompensada que se inicia a manifestagcdo dos
sintomas e a doenga torna-se sistémica (AYDIN; AKCALI, 2018). Se ndo tratada previamente,
ha elevado risco de progressdo para carcinoma hepatocelular, tornando o transplante de figado
unica forma de terapia (MOKDAD; LOPEZ; SHAHRAZ; LOZANO et al., 2014). A taxa de
sobrevida dos individuos sujeitos ao transplante € de 60 a 80% nos cinco primeiros anos apos
0 procedimento, a depender da doenga hepéatica em questdo (DE OLIVEIRA; DETTA;
PAGLIONE; MUCCI et al., 2019). As complicacdes vasculares ndo sdo incomuns apos a
cirurgia de transplante de figado, tendo incidéncia em até 20% dos casos (DA FONSECA-
NETO; MONTEIRO, 2021). A rejeicdo do enxerto pode ocorrer, repercutindo no mau
funcionamento do 6rgdo e consequentemente a necessidade de monitoramento e cuidados
extras (MORRISSEY; FLYNN; LIN, 2007), o que amplia 0s custos para o sistema de saude
(PINSKY; TAKEMOTO; LENTINE; BURROUGHS et al., 2009).

Para que os avancos tecnoldgicos e cientificos da medicina sejam postos em prética,
existe a necessidade do estudo prévio, desta forma, faz-se de extrema importancia um modelo
bioldgico de hepatocarcinogénese associada a cirrose, a fim de analisar os prejuizos
ocasionados pela doenca no processo de biodistribuicdo e capatacdo de substancias pelo figado.
Uma analise mais aprofundada da biodistribuicdo de NPMs no figado, através da quantificacéo
das mesmas, mediante a capta¢do individual dos lobos é de grande relevancia para avaliar a
patologia. Estudos pré-clinicos possibilitam o aperfeicoamento do atual conhecimento a
respeito dessa doenca e compreensdo de como comporta-se a captacdo hepatica e portanto
auxilia no desenvolvimento de novos métodos com maior eficiéncia e acuracia. Atuais técnicas
que envolvam analisar 0 processo de cirrose sdo, em sua maioria, invasivos, complexos ou
fazem uso de radiagéo ionizante.

A bibpsia hepética € considerada ‘“‘gold-standard” aplicado na analise de
necroinflamacdo e fibrose, € um método invasivo e preciso para avaliar o estagio da doenca,
normalmente em fases iniciais, a patologia s6 € detectada a partir da biopsia (SILVA; DA
SILVA OLIVEIRA; FEITOSA; DE AZEVEDO SILVA et al., 2020). Entretanto, a partir de
novos avancos, novas alternativas ndo invasivas de diagnostico do estagio de fibrose no tecido
vem sendo desenvolvidas, biomarcadores séricos, como o ELF (Enhanced Liver Fibrosis), teste
sérico fundamentado no conceito de que a fibrose € um processo dinamico da elevagéo e da
remodelacdo dos niveis séricos dos produtos da matriz extracelular (SILVA; DA SILVA
OLIVEIRA; FEITOSA; DE AZEVEDO SILVA et al., 2020) ; e ferramentas de imageamento
como o IRM (Imageamento por Ressonancia Magnética), a ultrassonografia hepatica e a
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tomografia computadorizada (CT) sdo procedimentos de imageamento desenvolvidos, ndo
invasivos e empregados na deteccdo de fibrose (HUBER; EBNER; HEVERHAGEN;
CHRISTE, 2015), contudo, essas técnicas demonstram desvantagens como a utilizacdo de
radiacdo ionizante, complexidade e custo elevado.

O sistema de Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC) é uma técnica
biomagnética de monitoramento e quantificacdo de materiais magnéticos, metodologia essa
fortemente legitimada como competente na quantificacdo da biodistribuicdo de NPMs em
tecidos biolégicos (SOARES; PROSPERO; CALABRESI; RODRIGUES et al.,, 2019).
Comparada a outros métodos diretos destinados a detectar NPMs, como o ja citado MRI e MPI,
o sistema BAC apresenta diversas vantagens, a respeito de seu baixo custo, manuseamento
simples e facil, portabilidade, baixa invasividade, além de ndo utilizar de radiacdo ionizante e
demonstrar eficiéncia na deteccdo de materiais magnéticos em baixas concentracdes
(CICOLIN, 2020).

Neste contexto, o presente trabalho tem por objetivo avaliar e quantificar o processo de
captacdo e biodistribuicdo das NPMs, fazendo-se uma avaliacdo individual de cada lobo
hepatico a fim de ampliar a precisdo do estudo, em ratos submetidos ao modelo de
hepatocarcinogénse associada a cirrose, empregando como técnica de detec¢do o sistema BAC,

0 que garantira informacdes fisioldgicas extremamente relevantes e de maneira nao invasiva.

2. OBJETIVOS

Analisar de que maneira 0 processo de hepatocarcinogénese modifica o perfil de
captacdo, retencdo e biodistribuicdo de NPMs por intermédio do sistema BAC, quando
administradas intravenosamente em animais com funcbes saudaveis e em estagio de
hepatocarcinogénese associado a cirrose. Para tal, os seguintes objetivos especificos foram

tracados:

* Analise individual do perfil de biodistribuicio de NPMs através da
quantificacdo individual dos lobos hepaticos, possibilitando uma analise mais
detalhada e precisa;

» Obtencéo de imagens estaticas da biodistribuicéo.

3. METODOLOGIA

14



3.1. Modelo experimental

Neste trabalho, foram utilizados 36 ratos machos (Rattus norvegicus albinus, Wistar,
pesando 250-350g) provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista
(UNESP). Os animais foram mantidos em condicGes adequadas a 21 °C + 1 °C com ciclo
claro/escuro de 12h/12h, filtracdo de ar constante e alimentacdo ad libitum. Todos os
experimentos com animais foram conduzidos de acordo com o Comité de Uso e Cuidados com
Animais da Universidade Estadual Paulista (UNESP) (protocolo n°® CEUA — IBB 5587230421).
Os ratos foram aleatoriamente divididos em dois grupos experimentais, grupo controle e grupo
tratado. Especificamente, os animais do grupo tratado foram submetidos a um protocolo de
inducdo de hepatocarcinogénese associada a cirrose, de acordo com ROMUALDO et. al
(ROMUALDO; GRASSI; GOTO; TABLAS etal., 2017) e o grupo controle, denominado SAL,
foi submetido a um procedimento de administracdo de solucdes de salina a concentracédo 0,9%

desprovida de veiculo ativo.

3.2. Protocolo de indugao

Com o objetivo de induzir a patologia no figado dos animais, foi realizado um protocolo
de inducdo. Na semana 0, os animais do grupo tratado, denominado DEN+TAA, foram
submetidos a uma Unica dose, administrada por via intraperitoneal de dietilnitrosamina (DEN,
200 mg/kg em solucdo salina 0,9%) em seguida, apds 2 semanas dessa administracdo, iniciou-
se durante mais onze semanas, trés ciclos de injecdes de tioacetamida (TAA, 200 mg/kg em
solucdo salina 0,9%), duas vezes na semana, cada ciclo foi seguido de uma semana de intervalo
sem o procedimento, como esquematizado na Figura 1. A fim de se assemelhar a patologia
humana, o protocolo é a partir dessas duas drogas, 70 a 90% dos casos de carcinoma
hepatocelular sugerem um fundo cirrético, entdo é necessario a administracao repetida de um

agente fibrogénico, como a tioacetamida.
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Figura 1 - Modelo de inducdo de cirrose. O esquema abaixo representa a divisao dos ciclos de injecbes do grupo
DEN+TAA em semanas.

CICLO 1 CICLO 2 CICLO 3
Semanas 0o |2 5|6 9(10 13

I 1x DEN (200 mg/kg)

I 2x TAA (200 mg/kg)

Fonte: Elaboragdo do proprio autor.
3.3. Biosusceptometria AC

O sistema BAC consiste em dois pares de bobinas, separados por uma distancia de 15
cm. Cada par é composto por uma bobina de excitacdo (externa) e uma de detecgdo (interna),
no qual as bobinas detectoras sdo conectadas coaxialmente em série e em sentidos opostos, com
0 intuito de reduzir o ruido ambiental, fornecendo boa relacéo sinal-ruido. O par de bobinas
mais distante da amostra fornece o sinal de referéncia, enquanto o outro, mais préximo da
amostra, atua como detector.

Um amplificador lock-in (SR830, Stanford Research Systems, Sunnyvale, EUA) gera
um sinal de 0,7 V a 10 kHz, que é amplificado para 40 V através de um amplificador de poténcia
(TIP 800, Ciclotron, Barra Bonita, Brasil) e aplicado nas bobinas excitadoras, gerando um
campo magneético que atravessa a sec¢do transversal das bobinas de deteccdo. A presenca de
materiais magnéticos proximos a bobina de deteccdo desequilibra o fluxo magnético total do
sistema. O sinal elétrico gerado nas bobinas de deteccdo pela presenca do material magnético
retorna ao amplificador lock-in, que processa o sinal de saida para adquirir a componente de 10
kHz e converté-lo em um sinal DC. O sinal € adquirido em tempo real (LabVIEW 2010,
National Instruments, Austin, EUA), digitalizado por uma placa A/D (DAQPad-6015, National
Instruments, Austin, EUA) e armazenado em um computador. O diagrama funcional do sistema

BAC ¢ representado na Figura 2.
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Figura 2 — Representacdo do diagrama funcional do sistema BAC.
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Fonte: CICOLIN (2020).

A intensidade do sinal captado no sistema é proporcional a quantidade de material
magnético e inversamente proporcional & distancia entre o sensor e o material. Tais
caracteristicas intrinsecas do sistema viabilizam avaliar e quantificar a biodistribuicdo de
NPMs, assim como obter imagens magnéticas do acimulo de NPMs.

Neste estudo foram empregados dois arranjos de sensores BAC, o primeiro, sensor BAC
monocanal foi desenvolvido para aplicacbes em medidas magnéticas in vivo e permite a
obtencdo de imagens magnéticas atraveés do escaneamento auxiliado de uma mesa CNC
automatica. Ja o sensor BAC cavidade foi projetado para quantificacdo de amostras ex vivo,
neste, a amostra € posicionada no centro das bobinas de detec¢do, aumentando a sensibilidade
do sensor em até uma ordem de magnitude, quando comparado com o sensor BAC monocanal
(PROSPERO; SOARES; MORETTO; QUINI et al., 2020). Na Figura 3 é possivel visualizar o

sensor monocanal (3-A) e o sensor BAC cavidade (3-B).
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Figura 3 — Arranjos de sensores BAC utilizados. (A) - Sensor monocanal. (B) — Sensor BAC cavidade.

A B

Fonte: Elaboragéo do proprio autor.
3.4. Nanoparticulas magnéticas

Neste trabalho foram utilizadas nanoparticulas magnéticas de ferrita de manganés
(MnFe204) revestidas com citrato, utilizadas devido a sua excelente resposta ao campo
magnético do sistema BAC. Essas nanoparticulas possuem diametro do nucleo 14 + 5 nm e
tamanho hidrodindmico. Estudos ja consolidados do sistema BAC, fazendo uso desse tipo de
NPMs, como o de SOARES et. al (SOARES; PROSPERO; CALABRESI; RODRIGUES et
al., 2019), que consistiu em mapear a biodistribuicdo e avaliar o perfil farmacocinético de
NPMs por imagem em modelos biologicos, e o de CALABRESI que avaliou a contracéo e
esvaziamento gastrico em ratos gastretomizados (CALABRESI, 2013), afirmam a eficiéncia do
emprego dessas NPMs para andlises via sistema BAC. As nanoparticulas foram fornecidas,
sintetizadas e caracterizadas pelo laboratério de Ressonancia Ferromagnética e
Nanomagnetismo do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Goiania, sob
coordenacdo do Prof. Dr. Andris Figueiroa Bakuzis.

3.5. Protocolo de experimentacéo animal para as analises via BAC

Posterior ao ciclo de inducdo das lesGes hepaticas no grupo DEN+TAA, em ambos
agrupamentos foram administradas as NPMs, via canulacdo da veia femoral, (32 mg/kg, sob
anestesia (99% uretano — 1,4 mg/kg). Uma hora apos a cirurgia de canulagdo e administragdo

das NPMs na corrente sanguinea, os animais foram eutanasiados por método de decapitagdo
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dos vasos cervicais. Os 6rgdos de interesse, como figado, baco, coracdo, pulmao, rins e uma
amostra de sangue foram coletados para realizacdo de analise de. Em particular, os figados dos
animais foram retirados e posicionados em um suporte de acrilico da mesa de varredura para o

escaneamento e reconstrucao das imagens estaticas in vivo da biodistribuicdo hepatica.

351 Anélises via BAC

Neste trabalho, o sistema BAC foi utilizado para dois propositos: anélise da
biodistribuicdo e escaneamento do figado, principal 6rgdo de interesse avaliado. Para a
realizacdo das analises da biodistribuicdo, decorrido a administracdo das NPMs, eutanasia dos
animais e coleta dos 6rgaos, as amostras foram submetidas a um processo de liofilizacdo para
a remocao de agua presente no tecido. Posteriormente, foram homogeneizadas e armazenadas
em tubos de volume controlado. ApGs esse processo, as amostras foram posicionadas no centro
de deteccdo do sensor BAC cavidade e registrou-se o valor de intensidade de sinal. O sensor
BAC cavidade, apresentado na Figura 4, foi projetado possuindo um orificio, propositalmente
localizado em seu centro geométrico, com intuito de proporcionar significativo ganho de
sensibilidade, essencial a fim de determinar massa de NPMs presentes no tecido, essa
conformacao permite que amostras sejam dispostas nesta cavidade central, ampliando o ganho
de sinal captado do material magnético presente na amostra analisada e, portanto, ampliando a

precisao da medida.

Figura 4 - Representacdo do sensor BAC cavidade, ilustrando o ganho de sensibilidade concedido pela
conformacéo.

Superficie do sensor

:\Cemro das bobinas

Sensor BAC +

J

“Tintensidade de sinal (mV)
Sensor BAC

Fonte: CICOLIN (2020).

Antecedente a realizacdo do protocolo de biodistribuicdo do figado, foi realizado o
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escaneamento deste 6rgdo. No processo do escaneamento, foi empregado o sensor BAC
monocanal o qual foi acoplado a uma mesa CNC, a fim de quantificar a biodistribuicdo de
NPMs individual e especificamente no figado de ambos 0s grupos experimentais por
imageamento. O orgdo foi posicionado em um suporte de acrilico e o sensor abaixo deste
suporte acoplado a mesa, como estd representado na Figura 5. Através da aquisicdo de
intensidade de sinal, se torna possivel gerar imagens diante da varredura automatizada do
tecido, com consequente acréscimo na resolucdo espacial do sistema, tratando-se de uma
aquisicdo direta no 6rgao, parametro crucial a fim de relacionar as dimensdes originais do tecido

estudado com a intensidade de sinal captado.

Figura 5 - Representacdo da mesa de varredura utilizada para o escaneamento do tecico.

Fonte: Elaboracéo do préprio autor.

Decorrido o escaneamento, o figado de todos os animais foram subdivididos em sete
lobos e coletados, para posterior quantificacdo dos lobos. A anatomia do figado de ratos ndo se
altera, entretanto, em muitos estudos ela aparece com nomenclaturas diferente, mais
comumente é dividida em quatro lobos: lobo mediano de maior tamanho, lobo lateral direito,
lobo lateral esquerdo e um pequeno lobo caudado. De acordo com POPESKO et. Al, o figado é
dividido em seis lobos: medial esquerdo, lateral, medial direito, lobo lateral, lobo caudado e
lobo quadrado (POPESKO; RAJTOVA; HORAK, 1992). JA LORENTE et. al diz que o figado
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é dividido em duas partes: superior e inferior e subdividido seis setores (LORENTE; ALLER;
RODRIGUEZ; DURAN et ). Neste estudo, optou-se por separa-lo em sete devido a aparéncia
anatdmica do orgaos dos roedores utilizados para o estudo, como ilustrado na Figura 6, desta
maneira, foi determinada uma divisdo Idgica para coleta individual de cada parte do figado e

portanto aumentar a precisao das analise.

Figura 6 - Representacdo da divisdo anatémica dos lobos hepaticos para analise individual da biodistribuicdo em
tecido hepatico afetado por cirrose.

Fonte: Elaboracdo do préprio autor.
3.6. Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. Com intuito de comparar 0s
grupos experimentais foi utilizado um teste t Student ndo pareado. Foi considerado para o teste
t de Student um nivel de significancia de p<0,005. As andlises foram realizadas a partir do
software GraphPad Prism (GraphPad, San Diego, CA, EUA).

4. RESULTADOS
4.1. Quantificacdo de nanoparticulas magnéticas via sensor cavidade
411 Quantificacdo da biodistribuicdo de NPMs em 6rgéos de interesse

A quantificagdo da biodistribuicdo em 6rgédos de interesse e sangue coletados, de ambos
0S grupos experimentais, comparou a captacdo de NPMs entre esses orgaos, demonstrado na

Figura 7. Verificou-se a quantificacdo das massas de NPMs por miligrama de 0rgaos secos a
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partir do sensor BAC cavidade, de maneira ex vivo.

Figura 7 - Representacédo dos dados da biodistribuicdo de nanoparticulas magnéticas em ambos 0s grupos
experimentais.
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412. Quantificacdo individual da biodistribuicdo de NPMs em lobos hepaticos

A guantificacdo da biodistribuicdo de NPMs relacionada a cada lobo hepatico, de ambos

0S grupos experimentais, averiguou e comparou de que maneira o acimulo de NPMs ocorre em

cada lobo, apresentado na Figura 8. Verificou-se a quantificacdo das massas de NPMs por

miligrama de tecido hepatico seco a partir do sensor BAC cavidade, de maneira ex vivo.
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Figura 8 -

Representacéo dos dados da biodistribuigao individual dos lobos hepéticos das nanoparticulas
magnéticas em ambos 0s grupos experimentais.
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4.2. Imageamento dos figados via sensor BAC monocanal

421 Imagens estaticas dos figados saudaveis

A reconstrucdo de imagens estaticas representativas da biodistribuicdo, a partir do

escaneamento do figado dos animais do grupo SAL, permitiu analisar visualmente de que

maneira as NPMs se acumulam em tecido hepatico sem prejuizo de funcionalidade, apresentado

na Figura 9.
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Figura 9 - Imagens representativas do acimulo de NPMs em figados dos animais do grupo SAL.
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422.  Imagens estaticas dos figados lesionados

A reconstrucdo de imagens estaticas representativas da biodistribuicdo, a partir do
escaneamento do figado dos animais cirréticos do grupo DEN+TAA, permitiu a avaliar de que

maneira 0 acimulo de NPMs ocorre no tecido hepatico prejudicado, como ilustrado na Figura
10.

Figura 10 - Imagens representativas do acimulo de NPMs em figados dos animais cirréticos do grupo
DEN+TAA.
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5. DISCUSSAO
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No presente estudo, foi executada uma andlise a respeito do perfil da biodistribuicdo de
NPMs em tecido hepatico, a partir da inducdo de um modelo de hepatocarcinogénese associada
a cirrose em ratos, utilizando o sistema BAC como método de avaliacdo. O sistema, além de
apresentar vantagens como portabilidade, baixo custo e invasividade, pode ser empregado a
partir de duas conformacdes, a primeira, o sensor BAC cavidade, a fim de quantificar a massa
de NPMs por miligrama de 6rgdo seco, a segunda, 0 BAC monocanal, escaneando diretemente
0 tecido desejado. Inimeros estudos vém sendo desenvolvidos a fim de aclarar nossa
compreensdo sobre os prejuizos ocasionados pela cirrose, para desenvolver farmacos mais
eficientes e seguros para apaziguar e auxiliar o tratamento dessa patologia tdo complexa e
silenciosa.

Em contexto geral, foi possivel comprovar certa semelhanca entre o perfil de
biodistribuicdo entre 0s grupos experimentais, analisados separadamente, uma vez que, baco e
figado demonstraram aprisionar maior parte das NPMs introduzidas na circulagdo sistémica,
via cirurgia de canulacdo, em relacdo aos outros 6rgdos examinados. Essa elevada captacao
esplénica é consequéncia da presenca de macrofagos no tecido (ALPHANDERY, 2019).
Contudo, o estudo também demonstra relevantes disparidades, quando comparado o grupo SAL
e DEN+TAA, em relacdo ao grupo com presenca da doenca, 0s animais saudaveis apresentaram
maior acumulo de NPMs. A quantificacdo por intermédio do sensor BAC cavidade revelou que
0 acumulo de NPMs de 6rgdos como rins e coragdo foram minimos, em contraposi¢do com
outros tecidos, ilustrando despreziveis valores de deposi¢do de nanoparticulas, ja que ambos
ndo possuem células especializadas na captura e retencdo de xenobidticos, explicando o sinal
reduzido desses tecidos, ilustrado na Figura 8. Ademais, ambos n&o demonstram significativa
desigualdade entre os grupos experimentais, insinuando que além das NPMs possuirem
propriedades de amplificar e facilitar a captacdo hepatica e esplénica, os prejuizos ocasionados
pela leséo hepética induzida ndo sdo capazes de influenciar a deposi¢do de NPMs nesses 6rgaos.

N&o somente analise da biodistribuicdo entre orgédos de interesse, foi realizada uma
investigacdo individual a respeito da captacéo hepatica, mediante a quantificacdo individual dos
lobos hepaticos. Estudando com mais particularidade o acimulo de NPM, foi possivel atentar-
se a homogeneidade em que a patologia degrada sua funcionalidade, visto isso, foi entendido
que o perfil de retencdo em estagios lesionados € alterado em virtude das inimeras alteracdes
microvasculares acarretadas pelas lesdes em estagio cirrdtico. Neste estagio, as células do
parénquima sdo destruidas e substituidas por tecido fibroso, que por sua vez, concentra-se na

vizinhanca dos vasos sanguineos, prejudicando o fluxo de sangue portal (HALL, 2021). O
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figado cirrotico apresenta capilarizagdo de seus sinusoides, desde alteragdes no endotélio,
depdsito na membrana basal, até desaparecimento de sua vasculatura fenestrada, mudanga na
interacdo celula-matriz e célula-célula (PAUL; SHARMA, 2014), até o surgimento de novos
vasos arteriais, denominados fistulas hepaticas, que consistem no aparecimento de ligacGes
andmalas no parénquima (FONSECA, 2011), que por consequéncia incitam resisténcia ao fluxo
sanguineo e alteram o fluxo sanguineo. Doencas hepéaticas uniformemente apresentam
aparecimento espontaneo de fistulas intra-hepaticas, principalmente em figados cirroticos, as
denominadas fistulas arteriovenosas portais transtumorais tendem a acentuar a hipertenséo
portal subjacente (WIDMAN; SPERANZINI; OLIVEIRA; SAAD, et al., 2000). A
capilarizacdo transforma os sinusoides, antes altamente permedvel a macromoléculas, em
capilares comuns, improprio para passagem de metabolitos, se tornando uma grande barreira
para o funcionamento habitual do 6rgdo (FONSECA, 2011). Esse conjunto de transformac6es
alteram o transito da corrente sanguinea, reduzindo o fluxo sanguineo, e consequentemente a
quantidade de NPMs que penetra no 6rgdo, dificultando seu contato com CKs residentes do
tecido hepatico (SOARES; PROSPERO; CALABRESI; RODRIGUES et al., 2019).

Avaliando a reconstrucdo da biodistribuicdo de NPMs por imagens, confirma-se o éxito
da possibilidade de geracdo de imagens estaticas aplicando o sensor BAC monocanal, ao
relacionar condizentemente o tamanho real do 6rgdo com o sinal captado. Foi verificado o
aumento da extensdo dos figados do grupo experimental dos animais lesionados, devido ao
excesso de acumulo de matriz extracelular pelo processo de fibrose, o tecido pode alcancar até
duas vezes de seu tamanho habitual. Em virtude do volume amplificado, os figados dos animais
cirréticos demonstraram significativa captacdo de NPMs, mesmo com sua funcionalidade
severamente prejudicada. Acredita-se que o excesso de NPMs verificada a partir da
reconstrucdo das imagens estaticas dos figados cirréticos ndo esteja assimilada ao tecido pelas
CKs, mas sim dispersas pela extensao do 6rgéo.

NOs do Laboratdério de Biomagnetismo da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” (UNESP) reconhecemos certas limitagdes intrinsecas da BAC, como a
incapacidade de utilizar concentracbes reduzidas de NPMs, ocasionado pela caréncia de
sensibilidade, incapaz de ser fornecida atualmente. Visto isso, 0 OPM (Optical Pumped
Magnetometers), recente dispositivo desenvolvido capaz de medir campos magneticos,
demonstrando alta sensibilidade, além de detectar NPMs eficientemente (KNAPPE, S.;
SANDER, T. H.; KOSCH, O.; WIEKHORST, F. et al., 2010), sera futuramente, combinado ao
sistema BAC, a fim de suprir a necessidade do sistema de maior sensibilidade.
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6. CONCLUSAO

O escaneamento via BAC monocanal apresentou eficiéncia no procedimento a fim de
aclarar como a biosditribuicdo de NPMs em tecido hepatico decorre, correlacionando, com
significativa qualidade, as dimens@es reais do orgdo investigado com a intensidade do sinal
adquirido, desenvolvendo assim um protocolo eficiente de imageamento.

Outrossim, com a avaliagdo individual do lobo hepético, entendeu-se que o 6rgédo €
prejudicado como um todo com o avango do processo de fibrose, degradando o potencial de
acumulo de NPMs. Foi averiguado pelo sensor BAC cavidade que, animais com suas funcgdes
fisiologicas hepéticas ndo lesionadas demonstram maior retencdo de NPMs em relagdo aos
lesionados pelo estado de cirrose, e essa retencdo acontece de maneira uniforme em ambas
situacOes examinadas.

A avaliacdo da evolucdo do estagio de fibrose até o desenvolvimento da cirrose, com a
utilizacdo de NPMs, em parceria com o sistema BAC, colabora com o entendimento da
manifestacdo dessas lesdes, e contribui com a compreensdo de sua influéncia no acumulo de

possiveis farmacos.
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