RESSALVA

Atendendo solicitacdo do(a) autor(a), o texto completo desta tese sera
disponibilizado somente a partir de 26/02/2021.



By .
unesp PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
unIvERsIDADE EsTapuAL pauLista  FARMACOLOGIA E BIOTECNOLOGIA
“JULIO DE MESQUITA FILHO" (PPG-FARMATECQ)

Instituto de Biociéncias
de Botucatu - Unes;

Biosusceptometria AC e nanoparticulas magnéticas para
avaliagcdo de parametros biofisicos: renais, cerebrais e efeito
corona

ANDRE GONCALVES PROSPERO

Tese de doutorado apresentada ao Instituto de
Biociéncias, Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu para
obtencdo do titulo de Doutor em Farmacologia e
Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. José Ricardo de Arruda
Miranda

Co-Orientadora: Profa. Dra.Patricia Fidelis de
Oliveira



By .
unesp PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
unIvERsIDADE EsTapuAL pauLista  FARMACOLOGIA E BIOTECNOLOGIA
“JULIO DE MESQUITA FILHO" (PPG-FARMATECQ)

Instituto de Biociéncias
de Botucatu - Unesp

Biosusceptometria AC e nanoparticulas magnéticas para
avaliagcdo de parametros biofisicos: renais, cerebrais e efeito
corona

ANDRE GONCALVES PROSPERO

Tese de doutorado apresentada ao Instituto de
Biociéncias, Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu para
obtencdo do titulo de Doutor em Farmacologia e
Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. José Ricardo de Arruda
Miranda

Co-Orientadora: Profa. Dra.Patricia Fidelis de
Oliveira

2019



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL : ROSANGELA APARECIDA LOBO-CRB 8/7500

Préspero, André Gongalves.
Biosuscep tometria AC e nanoparticulas magné ticas para

avaliacdo de pardmetros biofisicos : renais, cerebrais e efeito
corona / André Gongcalves Prdospero. - Botucatu , 2019
Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista "Julio de

Mesquita Filho", Instituto de Biociéncias de Botuca tu
Orientador: José Ricardo de Arruda Miranda
Coorientador: Patricia Fidelis de Oliveira
Capes: 20903006

1. Fisica médica. 2. Biofisica. 3. Biosusceptometria de
Corrente Alternada. 4. Nanoparticulas. 5. Perfusdo isolada
(Fisiologia). 6. Rins - Fisiologia. 7. Cérebro - Fisiologia.

Palavras—-chave: biofisica cerebral; biofisica renal;
biosusceptometriaAC; efeito corona; nanoparticulas magnéticas.




AGRADECIMENTOS

Agradeco em primeiro lugar a Deus, pela vida maravilhosa que tenho e por
sempre estar presente e me guiar em todas as minhas decisoes.

A minha companheira Sabrina Galetti Cherelli por estar sempre disponivel e
disposta a me ajudar no que for preciso nesses quase sete anos de relacionamento e
quase cinco sob o mesmo teto, por me amar e ser a melhor companheira que eu poderia
ter ao meu lado. Obrigado por me aturar, cuidar e zelar por mim. Agradeco também a
sua familia que sempre me acolhe e me trata como parte dela.

Agradeco aos meus pais, Alaor Eduardo Prospero e Marben Maria Gongalves
Prospero, que apesar das dificuldades sempre acreditaram em mim, me incentivaram,
apoiaram incondicionalmente e torceram pelo meu sucesso.

Agradeco ao meu irmdo Alexandre Goncalves Préspero, por me dar forcga, por
estar ao meu lado durante toda minha vida e ter feito parte de muitas historias que nos
marcaram.

A toda minha familia: avos, tios, primos, que sempre me deram energia para
conseguir terminar essa caminhada. Em especial a minha avé Marben Ferraz da
Porciuncula Gongalves, que sempre esteve pronta a me ajudar no que fosse necessario.

Ao professor Dr. José Ricardo de Arruda Miranda, meu orientador, a quem
tenho grande admiracdo, por ter uma mente brilhante, por ter o dom de passar seus
conhecimentos adiante e por ser um excelente empreendedor da vida académica . Por
me proporcionar uma série de oportunidades na carreira académica - aqui destaco meu
doutorado sanduiche no exterior, incentivo e apoio para obtengdo da vaga de professor

bolsista junto ao Dep. de Fisica e Biofisica, me autorizar contato direto com sua rede de



colaboradores e me permitir adicionar alguns novos colaboradores ao longo desses
quatro anos. Por me ensinar muito e principalmente por me fazer descobrir aptiddes e
gosto pelo ensino e pela pesquisa. Agradego também a sua esposa, professora Dra.
Diana Rodrigues de Pina Miranda, por fazer, junto ao professor José Ricardo, dos
grupos de pesquisa Biomag e Lafar uma grande familia.

A professora Dra. Patricia Fidelis de Oliveira, minha co-orientadora, por ter me
introduzido em uma nova area do conhecimento cientifico, por ter uma excelente
didatica, por ter utilizado seu tempo para retirar minhas duvidas e por sempre estar
disposta a me ajudar no que fosse necessario, principalmente quando chego de ultima
hora com uma série problemas a serem resolvidos. Além disso agradego também a todas
as colaboragfes intelectuais presentes ao longo deste trabalho, onde sua presenca esta
fortemente marcada nas discussdes e interpretagdes fisioldgicas e funcionais, que foram
base do desenvolvimento e finalizagéo do trabalho principal aqui apresentado.

A todos os integrantes dos laboratorios Biomag e Lafar, por fazerem deste
ambiente de trabalho um lugar onde sinto prazer em estar.

Ao Departamento de Fisica e Biofisica, por me proporcionar a experiéncia da
docéncia através de um programa de professor bolsista em trés diferentes matérias
oferecidas pelo departamento.

Ao professor Dr. Andris Figueiroa Bakuzis, por me proporcionar grandes
experiéncias em seu laboratério, apresentar diferentes técnicas, métodos e
instrumentacBes cientificas, além dos constantes questionamentos com alto nivel de
complexidade, que me motivaram a passar noites em claro debrucado em livros e
artigos cientificos.

Ao professor Dr. Oswaldo Baffa Filho, por dedicar seu tempo e rede de

colaborages a fim de viabilizar meu doutorado sanduiche no exterior, de me



proporcionar aprender sobre temas e instrumentacOes que estdo na vanguarda da
pesquisa em biomagnetismo a nivel internacional e por me permitir participar do
processo de “importacdo” dessa tecnologia e conhecimento. Além disso, agradeco por
ter me proporcionado a oportunidade de fazer parte, futuramente, de seu grupo de
pesquisa por meio da possibilidade de um projeto de pds doutorado sob sua supervisao.

Ao doutor Ronald Wakai, por me permitir fazer parte, temporariamente, de seu
grupo de pesquisa. Por me receber de bracos abertos em seu pais, por ser sempre muito
atencioso, educado, preocupado e amavel. Por me proporcionar a possibilidade de
trabalhar com técnicas e instrumentacfes que eu s6 conhecia dos livros. Além disso,
gostaria de agradecer por, através dessa experiéncia internacional, me proporcionar um
grande auto-conhecimento e me apresentar uma pluralidade de ideias e possibilidades
No universo da pesquisa.

Aos amigos Luis Henrique, Luis Marcal e Luis Mauro, que conheci no exterior e
criei grande amizade, que me suportaram e fortaleceram durante esse periodo no
exterior. Em especial ao William J. Lutter (Bill) que, mesmo com uma grande distancia
de idade e cultura, se tornou um amigo a quem tenho muito apreco e carinho; obrigado
por me ajudar na rotina do laboratério, por me ensinar suas funcdes, pelos almocos e
longas conversas que muito fortaleceram meu timido dominio da lingua inglesa.

A todo pessoal da UNIPEX, principalmente a Dr. Camila Corréa, Denise e
Leandro, que viabilizaram a preparacdo e montagem das laminas, assim como a
obtencdo das imagens histoldgicas aqui apresentadas.

As doutoras Daniela Cristina dos Santos e Vanessa dos Santos Silva, que apesar
de termos nos conhecido recentemente, colaboraram imensamente para o0
enriquecimento deste trabalho e elucidagdo de varios dados aqui apresentados. Obrigado

por disponibilizarem seu tempo e esforgos para que estruturassemos um trabalho



multidisciplinar sustentado pela suas experiéncias em nefrologia e nefropatologia. Aqui
destaco a Dra. Daniela, que mesmo com sua intensa rotina no hospital, se desdobrou
para nos receber, analisar as laminas e discutir os resultados obtidos.

Ao doutor Carlos Alexandre Fernandes, a doutora Lucilene Delazari dos Santos
e ao professor Marcos Fontes, por estabelecermos uma parceria sélida que possibilitou
uma série de novas possibilidades de investigacoes cientificas, além do entendimento de
muito do que ja haviamos realizado e iremos realizar no futuro. Em especial ao Carlos
Alexandre, pelas conversas cientificas, politicas e historicas na cozinha do laboratoério,
que culminaram no desenvolvimento de um projeto de pesquisa em associagdo com 0s
pesquisadores citados acima.

Ao Guilherme Augusto Soares, ao Caio César Quini, ao Marcos Felipe
Calabresi, ao Ronaldo Vitor Reis Matos, a Milena Foltran e a Nurya Pinheiro, pela
grande amizade, por terem especial participacdo em minha vida académica, por terem
me ensinado, muitas vezes atraves de exemplos, como deve ser a postura e atitudes de
um pesquisador e de um professor. Por terem trabalhado comigo em muitos projetos e
terem tido a paciéncia e entusiamo necessarios, cada qual em seu momento, para que
atingissemos nossos objetivos.

Aos amigos Alan Fattori Alves, Ana Luiza Pavan, Luis Gustavo de Oliveira
Simdes, Juliana Fernandes Matos, Leonardo Pinto, Gabriela Bittencourt, Jodo Victor
Carneiro, Gustavo Serafim, Deivid William Pires e Rodolfo Cicolin pela convivéncia
mais proxima, pelos churrascos, encontros festivos e finalmente pela grande amizade.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo
financiamento da bolsa que recebi durante esses quatro anos.

Enfim, a todos que me ajudaram de alguma forma, direta ou indiretamente, meu

muito obrigado!



RESUMO

A proposta deste trabalho é inédita e consiste na aplicacdo do sistema de
Biosusceptometria AC (BAC), associado a nanoparticulas magnéticas (MNPs), a fim de
disponibilizar uma nova ferramenta para estudos de funcéo e fisiologia renal, cerebral e
efeito corona. Foram realizados experimentos com ratos para o estudo de parametros
biofisicos da dindmica de perfusdo de MNPs nos rins e cérebro, em situacdes normais e
alteradas, bem como sua biodistribuicdo no organismo. Além disso empregamos o
sistema BAC para avaliar as alteracdes em propriedades magnéticas e farmacocinéticas
das MNPs quando em contato com fluidos bioldgicos (formacdo de corona proteica -
CP). No estudo de perfusdo e dinamica renal estudamos diferentes fases de lesdo renal
induzida por doxorrubicina, utilizando o sistema BAC para detectar as MNPs em
transito nos rins do animal, bem como sua biodistribuicdo. O trabalho referente a
dindmica de perfusdo cerebral utilizou o farmaco manitol, um conhecido disruptor
hiperosmotico, para influenciar no fluxo sanguineo cerebral e permeabilidade da
barreira hematoencefalica. Assim, foi possivel estudar as alteracGes que este farmaco
causa no cérebro, contribuindo para o desenvolvimento de novas estratégias de
diagnostico e tratamento envolvendo este 6rgdo. Estudamos também a formacdo da CP
nas MNPs, seus impactos em propriedades magnéticas e farmacocinéticas das MNPs.
Este trabalho mostra que esses parametros sdo relacionados, uma vez que as MNPs com
menor formacédo de CP apresentam menores alteraces nas propriedades magnéticas das

MNPs e maiores tempos de circulacéo.

Este trabalho contempla a aplicacdo de instrumentacdo fisica de baixo custo que
subsidia aplicacdes na pesquisa do sistema renal e cerebral em modelos animais, além

de novas aplicacOes de materiais nano estruturados em angiologia, nefrologia e



neurologia, 0 que proporcionard futuras inovagdes em instrumentacao biomeédica,

farmacologia, ciéncia biomédica, nanomedicina e fisiologia.



ABSTRACT

This work consists in the application of the AC Biosusceptometry (ACB)
system, associated with magnetic nanoparticles (MNPs), to provide a new tool for
studies of renal and cerebral function and physiology, and corona effect as well. We
performed experiments using rats to study biophysical parameters of the MNPs
perfusion dynamics in the kidneys and brain, in normal and altered situations, as well as
their biodistribution in the animals’ body. Also, we applied the ACB system to evaluate
changes in the MNPs magnetic and pharmacokinetic properties when in contact with
biological fluids (corona protein formation - CP). In the renal perfusion dynamics
studies, we accessed three phases of doxorubicin-induced kidney injury, using the ACB
system to detect the transit of the MNPs in the animals’ kidneys, as well as its
biodistribution. In work regarding the dynamics of cerebral perfusion, we used the drug
mannitol, a known hyperosmotic disruptor, to influence the cerebral blood flow and
permeability of the blood-brain barrier. It was possible to study the changes that this
drug causes in the brain, contributing to the development of new strategies for cerebral
diagnosis and treatment using nanomedicines. We also studied the CP formation in
MNPs, its impacts on the magnetic and pharmacokinetic properties of MNPs. This work
shows that these parameters are related, since, the MNPs with lower CP formation,
presented smaller differences in the magnetic properties of the MNPs and the greater

circulation times.

This work was carried out with the objective of conducting applications of
physics instrumentation on the renal and cerebral systems in animals, as well as new
applications of nanomaterials in angiology, nephrology, and neurology, which gives
innovative perspectives in biomedical instrumentation, pharmacology, biomedical

science, nanomedicine, and physiology.
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INTRODUCAO GERAL

Nanoparticulas magnéticas (MNPs — do inglés Magnetic Nanoparticles) sdo
materiais que possuem grande versatilidade. Seu tamanho reduzido aliado as suas
propriedades magnéticas permite que estas estruturas interajam de varias formas
diferentes dentro de um sistema bioldgico (1). Atualmente esses materiais tém grande
visibilidade da comunidade cientifica, devido principalmente ao seu grande potencial
teranostico, isto é, associacdo de técnicas de terapia e diagnostico utilizando o mesmo
agente. Desta forma, MNPs podem atuar como agentes de contraste em procedimentos
de MRI (do inglés — Magnetic Resonace Imaging) (2, 3) e imagiamento por
fluorescéncia (4), visando diagndsticos, ou serem utilizadas como sistemas de liberacao
de farmacos (5) e como agentes de tratamento por hipertemia magnética (6), visando
terapias. Pode-se, ainda, associar algumas destas diferentes aplicacbes, a fim de

promover o diagnostico e terapia com as mesmas MNPs (7, 8).

A farmacocinética das MNPs € uma das principais preocupacdes quando estas sdo
aplicadas em experimentos in vivo e procedimentos clinicos. Caracteristicas como:
potencial Zeta (afinidade eletronica), didmetro e revestimento das MNPs possibilitam
diferentes alvos e destinos em um sistema bioldgico. Essas grandezas conferem as
MNPs caracteristicas de afinidade ou repulsdo a certas estruturas presentes no plasma
sanguineo, tecidos, 6rgaos ou sistemas. Nesse sentido, estudos de caracterizacdo preé-
clinica, que tem como objetivo elucidar as relagfes entre a estrutura e a atividade das

MNPs dentro de um organismo, sdo de grande importancia na area (9-11).

Além das caracteristicas das MNPs, outro fator de importancia na farmacocinética
das particulas sdo as caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas dos 6rgaos, sendo essas

intimamente ligadas as suas fungdes. A relagdo entre as caracteristicas dos 6rgéos e das
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MNPs ¢ alvo de varios estudos. Por exemplo, nanoparticulas maiores do que 200 nm
sdo sequestradas por filtracdo fisica no bago (12), enquanto que nanoparticulas menores
do que 6 nm s&o rapidamente retiradas do sangue via depuracdo renal (4, 9). Sendo
assim, MNPs com diametros entre 6 e 200 nm tém como seu principal destino final o
sistema reticuloendotelial, apresentando maiores acumulos no figado (9, 13, 14). Além
das caracteristicas dimensionais das MNPs, outra caracteristica de fundamental
importancia no destino final das MNPs no organismo € sua interacdo com entidades

presentes no sangue (15, 16).

A partir da administragdo endovenosa dessas MNPs, existem uma série de
proteinas, agentes imunoldgicos e inflamatdrios que podem interagir com as MNPs num
processo chamado de formacdo de corona proteica (CP) (17, 18). Esse processo €
basicamente o primeiro contato das MNPs com o organismo, onde as MNPs s&o
envolvidas pelas proteinas e agentes imunolégicos. O tipo e quantidade das entidades
biolégicas que interagem com as particulas dependem de alguns fatores como a
quantidade dessas entidades no sangue, revestimento e tamanho das MNPs (19, 20). No
geral, as entidades que apresentam maior interagdo com as MNPs s&o imunoglobulinas,
componentes do sistema complemento e proteinas de alta concentracdo plasmatica
como a albumina e apolipoproteinas (20-22). Imunoglobulinas e componentes do
sistema complemento sdo estruturas que reconhecidamente tém uma grande relagdo com
reconhecimento fagocitario, ou seja, atuam como sinalizadores para células fagocitarias
(como macrdéfagos, células de Kuppfer, mastdcitos, netrofilos, entre outros) entrarem
em acgéo (23, 24). Devido ao fato de que o figado e o baco possuem em seu interstiticio
um grande ndmero dessas células, e a partir dessa sinalizacdo pelos agentes
imunologicos e inflamatdrios, o figado e baco compreendem os 6rgdos de maior captura

de MNPs quando administradas endovenosamente (21, 25-27).
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Dessa forma, investigagfes com o objetivo de relacionar o tipo e quantidade de
entidades plasmaticas que interagem com MNPs com pardmetros farmacocinéticos
como tempo de circulagdo, captacdo hepatica e excrecdo renal, sdo de fundamental
importancia. Estudos deste tipo podem disponibilizar importantes informac6es, que
poderdo ser utilizadas no desenvolvimento de novas estratégias que visam modular
esses parametros para obter maior eficicia em tratamentos e diagndsticos envolvendo

materiais nanoparticulados.

A captacdo destas MNPs no figado tem sido amplamente estudada nas ultimas
décadas, e as que antes se apresentaram como uma boa opg¢do para a realizacdo de
marcagdo hepatica em procedimentos de MRI (28), atualmente tem recebido criticas em
relacdo ao tempo em que permanecem retidas no organismo (29). A fim de solucionar
este problema, estudos recentes tém apontado para a utilizacgdo de MNPs que
apresentem a via de excrecdo renal como principal via de eliminacdo das MNPs do

organismo (4, 29, 30).

Devido as caracteristicas morfofisiologicas dos rins, como a presenca da unidade
de filtracdo glomerular, da membrana basal e dos poddcitos interdigitantes, este 6rgao
tem a habilidade inata de depurar rapidamente nanomateriais com didmetros menores do
que 10 nm (4, 9). Apesar do didmetro das MNPs ser o principal fator que influencia na
depuracdo renal das MNPs, existem outros fatores que também influenciam neste
parametro como, por exemplo, o potencial Zeta e a hidrofilicidade das MNPs, ja que a
seletividade de filtracdo glomerular é baseada na carga e hidrofilicidade das substancias
a serem depuradas (31). Dentro deste contexto, estudos que visam o melhor
entendimento da relacdo entre os niveis de excregdo renal e as caracteristicas das MNPs,
bem como da integridade da unidade de filtracdo glomerular com esses parametros, tém
grande importancia.

14



Em virtude dos efeitos deletérios causados nos rins por agentes de contrastes a
base de iodo e gadolinio (32-34), MNPs tém sido propostas como uma alternativa
segura para contraste, ja que em relacdo aos meios de contraste a base de iodo e
gadolinio, ndo apresenta nefrotoxicidade (34). Além da auséncia de toxicidade renal,
caracteristicas das MNPs, como seu tamanho e versatilidade, viabilizaram a utilizagéo
destes materiais nanoestruturados em metodologias que visam maior eficdcia no
imagiamento dos rins via MRI. Hultman, K. L. et al. (2008) utilizaram técnicas de
marcacdo imunolégica, tendo como alvo a marcacdo da medula renal de ratos (35). Este
tipo de marcacdo tem grandes implicacdes em deteccGes de doencas especificas que
atinjam a medula renal e em entrega de farmacos nesse local. Outros estudos, a fim de
diagnosticar Faléncia Renal Aguda (FRA), mostraram que nanoparticulas associadas a
técnicas de MRI sdo capazes de detectar areas isquémicas nos rins de animais com FRA
(36) e detectar lesdes renais antes dos niveis de creatinina sérica se tornarem elevados
(37). Estes resultados tém grande importancia, uma vez que um aumento progressivo
dos niveis de creatinina sérica € um dos principais parametros que indicam um possivel

quadro de FRA.

Um dos principais indicadores de nefropatias € a infiltracdo de macréfagos no
tecido renal (glomérulo e intersticio). Hauger, O. et al. (1999) utilizaram MNPs,
associadas a técnicas de MRI para localizar macréfagos no tecido renal de animais com
sindrome nefrdtica previamente induzida (38). A técnica de localizacdo de macrdéfagos
no tecido renal descrita neste estudo ainda pode ser aplicada em diversos outros tipos de
disfungdes renais, como por exemplo, rejeicdo de transplantes e glomerulonefrite, que
até o momento eram diagnosticadas unicamente por meio de biopsias. Nanoparticulas
de Oxido de ferro associadas a técnicas de MRI também ja foram utilizadas para

quantificar inflamac&o renal de nefrite ltpica. Utilizando MNPs funcionalizadas com
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recobrimento de fosfolipidios especificos, foi possivel quantificar a progressdo dos
niveis de inflamacdo renal nos animais doentes por meio da diferenca nos tempos de

relaxagéo dos tecidos normais e dos tecidos marcados pelas MNPs funcionalizadas (39).

Nesse contexto, materiais nanoestruturados sdo de grande valia na area de
nefrologia, pois apresentaram bons resultados quando empregadas em estudos de
diferentes disfungdes renais como nefropatias, progressao de lesdes cronicas e detecgédo

precoce de FRA.

Devido as propriedades das MNPs ja citadas anteriormente, essas particulas
podem acessar locais e estruturas que sdo pouco acessiveis por meio de outros métodos
(40). Neste contexto, outras aplicacbes das MNPs que tém recebido grande atencédo da
comunidade cientifica sdo a entrega de drogas e realizacdo de tratamentos envolvendo o
sistema nervoso central, mais especificamente o tecido cerebral (40, 41). Um grande
obstaculo na entrega de agentes terapéuticos no tecido cerebral é a barreira
hematoencefalica. Esta barreira, que envolve vasos sanguineos do sistema nervoso
central, tem como principal funcdo impedir a entrada de substancias toxicas e agentes

patogénicos no cérebro, assim como também manter a homoestase deste 6rgao (42).

Abordagens que visam alternativas eficientes para melhorar os resultados de
diagnostico e tratamento do tecido cerebral sdo de grande importancia. Recentemente,
estudos envolvendo a associacdo e combinacdes de técnicas, como a modulacdo da
permeabilidade da barreira hematoencefalica e a aplicacdo e deteccdo de
nanocarreadores, sdo fundamentais para atingir este objetivo (43). Uma dessas
abordagens é a utilizacdo do farmaco manitol (um disruptor hiperosmotico que modula
a permeabilidade da barreira hematoencefalica) associado a MNPs. Utilizando essa

abordagem, Kim et al. (2006) conseguiram alcangar concetragdes significativas de
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MNPs no cérebro com uma admnistracdo prévia deste f&rmaco, porém os métodos de
avaliacdo dessa entrega utilizados nesse estudo forneceram apenas dados qualitativos
(44). Vale ressaltar que ainda existe uma deficiéncia de técnicas e métodos capazes de
avaliar os resultados de entrega e perfuséo cerebral de MNPs de forma quantitativa.
Assim, novas tecnologias que sdo capazes de realizar essas afericOes e que apresentem
caracteristicas como baixo custo, facil manuseio e versateis sdo de vital importancia
para estudos pré-clinicos envolvendo essas abordagens. Tais técnicas podem ser Uteis
para facilitar as investigacGes do uso de nanocarreadores magnéticos aplicados ao
cérebro, e consequentemente ter impactos tanto no tempo quanto no custo envolvido no
desenvolvimento destas novas abordagens que utilizam nanocarreadores magnéticos

(45).

Atualmente existem poucas técnicas que sdo capazes de detectar as MNPs in vivo
por meio de suas caracteristicas magnéticas, sendo as principais 0 MRI (46) e o sistema
de Imagiamento de Particulas Magnéticas (MPI — do inglés Magnetic Particle Imaging)
(47), porém esses sistemas possuem limitacdes que estimulam a busca por novas
instrumentacBes capazes de detectar as MNPs a partir de suas propriedades magnéticas.
As técnicas padrdo de MRI e seus protocolos para avaliagfes funcionais (fMR do inglés
— functional Magnetic Resonance) apesar de possuirem boa resolucdo espacial, sdo
técnicas de custo elevado que dependem de um ambiente controlado, o que dificulta sua
associacdo com outros sistemas, limitando as possiveis aplicacGes terapéuticas das
MNPs. Vale ressaltar, ainda, que a fMR € pouco aplicada em regides como o abdémen e
torax, visto que o movimento de fluidos e estruturas dentro dessas cavidades gera uma
série de artefatos na imagem e sua resolucdo temporal nesses casos é limitada (48). O
sistema MPI tem tido muita atencdo nos Gltimos anos devido a sua resolucéo espacial

principalmente, na ordem de milimetros (47), porém esse sistema tambem limitaa
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associacao de técnicas a fim de explorar as propriedades terandsticas das MNPs. Além
disso, esse sistema tém sido aplicado apenas em imagiamento de pequenos animais,
devido a sua alta complexidade, sendo que existem apenas estudos de viabilidade,
através de simulagGes, de um sistema com capacidade e seguranca para aplicacdo em

humanos (49, 50).

Dessa forma, a busca por novas técnicas e instrumentacdes mais simples, de baixo
custo e que tragam novas perspectivas no estudo de parametros relacionados com
funcdo renal, cerebral e interacdo das MNPs com entidades plasmaticas sdo de grande
importancia, uma vez que existe a falta de técnicas capazes de interagir com estes
materiais nanoestruturados in vivo de maneira minimamente invasiva, com alta

resolucéo temporal e custos acessiveis.

Dentro deste contexto, a técnica de Biosusceptometria AC (BAC) aparece como
uma valiosa nova ferramenta para a deteccdo de MNPs in vivo e em tempo real. A BAC
¢ uma técnica bem estabelecida na area de gastroenterologia e seus principios de
funcionamento sdo descritos pelo eletromagnetismo classico. Em relacdo a outros
sistemas ja estabelecidos, a BAC apresenta vantagens como alta resolucdo temporal,

baixo custo, versatilidade, portabilidade e auséncia de radiacao ionizante.

Desde suas primeiras aplicacGes, os estudos envolvendo BAC sdo focados,
principalmente, em avaliacdo de parametros envolvendo o trato gastrintestinal de
humanos (51-54). Desde o surgimento dessa técnica até os dias atuais, muitas
aplicacdes foram exploradas, como: avaliagdo de motilidade gastrica (55-57), transito
gastrintestinal (58-60), esvaziamento gastrico (53, 60, 61) e farmacotécnica (62-64). Até
2012, eram utilizadas particulas de material ferromagnético (ferrita de manganés) como

material tracador. As particulas apresentavam didmetros na ordem de 50 a 100 um e ndo
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eram absorvidas pelo organismo, sendo excretadas via fezes. Quini et al. (2012) prop6s
a associacdo de MNPs com o sistema BAC para avaliar transito e esvaziamento de
liquidos, o que possibilitou o surgimento de uma nova linha de pesquisa, baseada no
monitoramento das MNPs em 6rgéos e tecidos, 0 que ndo era possivel até entdo devido

as limitac6es dimensionais do material e de suas propriedades magnéticas (60, 65).

A associagdo de MNPs com o sistema BAC se mostra de extrema relevancia, ja
que atuam, respectivamente, como tragador magnético e detector de materiais
magnéticos empregados em estudos fisioldgicos. Os métodos utilizados até 0 momento
apresentam uma série de inviabilidades, como j& citado. A Biosusceptometria AC
associada as MNPs fornece, entdo, uma alternativa versatil de baixo custo para o estudo
de pardmetros relacionados com a biofisica renal e cerebral em tempo real e in vivo (27,
45, 65, 66), além de ser capaz de realizar afericbes sobre a quantidade de material
magnético acumulado em cada 6rgdo ex vivo (67, 68), e os impactos da formacdo de
corona proteica nas propriedades magnéticas das MNPs. Extrapolando as possibilidades
de associacdo do sistema BAC com MNPs, pode-se, ainda, imaginar soluces para
diversos problemas encontrados na clinica médica, como por exemplo o uso de radiacdo

ionizante em angiografias e cintilografias, além de baixa resolucdo temporal em MRI.

Vale ressaltar que as MNPs que utilizamos aqui, MNPs de ferrita de maganés
(MnFe,0,) possuem propriedades magnéticas muito interessantes. A magnetizacdo dos
materiais depende do volume do material magnético, e devido ao fato de que as MNPs
aqui utilizadas terem dimensfes de aproximadamente 15nm, interagir com materiais
nesta dimensdo por meios de campos magnéticos pode ser um desafio. Entretanto, as
MNPs de ferrita de manganés utilizadas nestes estudos, foram desenvolvidas
objetivando melhor sensibilidade pelo sistema BAC, e, devido a sua estrutura e
composicgdo, apresentam Otima resposta magnética quando imersas em campos
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magnéticos de baixa amplitude, como o caso do sistema BAC, o que nos motivou a

aplica-las como tragador magnético nanoestruturado para o sistema BAC (65, 69).

Desta forma, a presente tese de doutorado envolve a aplicacdo do sistema de
Biosusceptometria AC para a avaliacdo de parametros relacionados a biofisica da
dindmica renal e cerebral, além de estudar os impactos da formacgédo da corona proteica
em parametros farmacocinéticos e magnéticos das MNPs. Nos ultimos anos nosso
grupo tem realizado uma série de trabalhos envolvendo o uso do sistema BAC para a
deteccdo de MNPs. Aqui apresentaremos pela primeira vez a utilizacdo deste sistema
associado as MNPs para o estudo de disfuncionalidades de 6rgdos como os rins e o
cérebro. A partir da inducdo de uma leséo renal grave, que se assemelha a uma doenca
crénica renal (a glomerulo esclerose focal e segmentar) pudemos investigar 0s
parametros de perfusdo das MNPs pelos rins bem como o acimulo das MNPs por estes
Orgdos em animais saudaveis e lesionados. Estudamos também os efeitos do manitol
sobre a distribuicdo de MNPs no cérebro, associando MNPs como tracadores e 0
sistema BAC como detector in vivo. Além disso, o terceiro e ultimo capitulo contempla
0 estudo da formacdo da corona proteica e seus impactos no tempo de circulagcdo das
MNPs e intensidade de sinal do sistema BAC. Acreditamos que os dados aqui
apresentados subsidiem avaliagdes anteriores ja publicados pelo grupo e apresentam
novas abordagens que aumentam as aplicabilidades do sistema BAC, fornecendo uma
ferramenta alternativa, de baixo custo, facil manuseio e versatil para estudos preé-

clinicos envolvendo materiais magnéticos nanoestruturados.
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CONCLUSAO GERAL

A presente tese de doutorado envolve a aplicagdo do sistema de
Biosusceptometria AC para a avaliacdo de parédmetros relacionados a biofisica da
dindmica renal e cerebral, além de estudar os impactos da formacéo da corona proteica
em parametros farmacocinéticos e magnéticos das MNPs. Aqui apresentamos pela
primeira vez a utilizacdo deste sistema associado as MNPs para o estudo de

disfuncionalidades de 6rgdos como os rins e o cérebro.

A partir da inducdo de uma lesdo renal grave, induzida por administragdo Unica
de doxorrubicina, pudemos investigar os parametros de perfusdo das MNPs pelos rins
bem como o acumulo das MNPs por estes 6rgdos em animais saudaveis e lesionados.
Os resultados obtidos das anélises realizadas pelo sistema BAC, tanto in vivo quanto in
vitro, se apresentaram fortemente em concordancia com os dados obtidos via teste
bioquimico padrdo e andlises morfologicas. Esses dados fortalecem o uso do sistema
BAC e MNPs para estudos que envolvem o estudo e acompanhamento de disfuncoes
relacionadas com alteracdes no perfil de perfusdo e fluxo sanguineo nos rins. O
desenvolvimento de novas tecnologias de baixo custo e que fornecam dados mais
rapidamente de parametros ligados a evolucdo de doencas renais se mostra de grande
valia, uma vez que pode diminuir custos e acelerar o processo de desenvolvimento de
novas estratégias de diagnosticos e tratamentos envolvendo os rins. Sendo assim, esse
trabalho viabiliza 0 uso de uma tecnologia simples, de baixo custo e versatil para
investigacOes e desenvolvimento de nanocarreadores e nanotracadores magnéticos como
uma alternativa aos meios de contraste e instrumentacGes padrdo utilizados para

avaliacdes funcionais dos rins, que como jé citado, apresentam algumas desvantagens.
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Estudamos também os efeitos do manitol sobre a distribuicio de MNPs no
cérebro, associando MNPs como tracadores e o sistema BAC como detector in vivo.
Para os estudos in vitro, aplicamos uma nova variagdo do sensor padrdo do sistema
BAC, o “sensor de cavidade”. Apresentamos aqui, pela primeira vez, a caracterizacao
deste sensor, que foi capaz de quantificar o depodsito de MNPs nos tecidos com uma
sensibilidade de quase uma ordem de grandeza maior do que o sensor convencional.
Sendo assim, o sistema BAC e as MNPs foram capazes de detectar variagbes na
dindmica de perfusdo cerebral, bem como o acimulo de MNPs no cérebro. Acreditamos
que o uso da BAC associada a MNPs possa também contribuir nas areas de
desenvolvimento de MNPs especificas para aplicacbes como tracadores ou sistemas de
liberacdo de drogas focados neste 6rgdo tdo importante e dificil de acessar, que é o

cérebro.

O terceiro e ultimo capitulo contemplou o estudo da formacdo da corona
proteica e seus impactos no tempo de circulacdo das MNPs e intensidade de sinal do
sistema BAC. Apesar de que ainda faltam alguns dados a serem coletados, os dados
obtidos até 0 momento indicam que a formacdo de corona proteica pode influenciar em
propriedades magnéticas das MNPs. Além disso, as MNPs com cargas superficiais mais
intensas (tanto negativas quanto positivas) apresentaram maior formacéo e densidade de
corona proteica do que as MNPs mais préximas da neutralidade de cargas superficiais
(BSA-MNPs), como mostraram as analises de eltroforese em gel SDS-PAGE. As
particulas revestidas com citrato que foram analisadas pela espetrometria de massas,
apresentaram interacdes com uma série de agentes imunoldgicos e inflamatorios,
provavelmente por interacdes inespecificas, o que refletiu no tempo de circulacdo dessas
MNPs. Os tempos de circulagdo das trés conjugacGes de MNPs aparecem fortemente

relacionados com a formacéo de corona proteica, onde as MNPs que mostraram
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formagéo de corona proteica mais intensa foram 0S que apresentaram 0S menores
tempos de circulagdo. Ainda deveremos finalizar este estudo com os dados que ainda
serdo obtidos da espectrometria de massas, porém os dados obtidos até o momento
sugerem que as BSA-MNPs sdo a conjugacdo que apresenta perfil diferente de corona
proteica e menor interacdo com proteinas do que as outras particulas que tinham maior
densidades de cargas superficiais. Os dados obtidos para as BSA-MNPs foram muito
interessantes, onde essa conjugacdo foi a que apresentou menor efeito corona e
consequentemente maior tempo de circulcdo, 0 que sugere uma maior
biocompatibilidade e eficacia quando usada em tratamentos de tumores (quando usada a
estratégia de targeting passivo, baseada no efeito de aumento de permeabilidade e

retencdo) ou como agentes de contraste em angiografias em procedimentos de MRI.

Acreditamos que os dados aqui apresentados subsidiem avaliacdes anteriores ja
publicados pelo grupo e apresentam novas abordagens que aumentam as aplicabilidades
do sistema BAC, fornecendo uma ferramenta alternativa, de baixo custo, facil manuseio

e versatil para estudos pré-clinicos envolvendo materiais magnéticos nanoestruturados.
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