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RESUMO

Objetivo: Analisar a estabilidade das nanoparticulas magnéticas
multimodais-Rhodamine B em meios de cultura para marcagao celular
e, consequentemente, estabelecer o estudo de deteccao intracelular
de nanoparticulas magnéticas multimodais-Rhodamine B nas células
marcadas, avaliando a viabilidade celular nas concentracdes de
10ug Fe/mL e 100ug Fe/mL. Métodos: Foram realizados: anélise da
estabilidade das nanoparticulas magnéticas multimodais-Rhodamine
B em meios de cultura diferentes; marcacdo das células-tronco
mesenquimais com nanoparticulas magnéticas multimodais-
Rhodamine B; deteccéo intracelular das nanoparticulas magnéticas
multimodais-Rhodamine B nas células-tronco mesenquimais e
avaliagao da viabilidade das células marcadas por meio da cinética de
proliferacéo. Resultados: A andlise de estabilidade determinou que
as nanoparticulas magnéticas multimodais-Rhodamine B presentes
nos meios de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s-Low Glucose e
RPMI Medium 1640 apresentaram boa estabilidade. A marcagéo
das células-tronco mesenquimais com nanoparticulas magnéticas
multimodais-Rhodamine B descreveu localizacéo intracelular das
nanoparticulas, as quais se mostraram como granulos azulados
colocalizados nos grumos fluorescentes, caracterizando, assim,
as propriedades magnéticas e fluorescentes das nanoparticulas
magnéticas multimodais-Rhodamine B. Conclusao: A estabilidade
das nanoparticulas magnéticas multimodais-Rhodamine B, presentes
nos meios de cultura Dulbecco’s Modified Eagle's-Low Glucose e
RPMI Medium 1640, garantiu a eficiente marcacéo intracelular das
células-tronco mesenquimais. Esse tipo de marcagédo nédo afetou
viabilidade das células-tronco mesenquimais marcadas, ja que as
mesmas continuaram proliferando ao longo de 5 dias.

Descritores: Células-tronco mesenquimais; Nanoparticulas; Rodaminas;
Cordao umbilical

ABSTRACT

Objective: To analyze multimodal magnetic nanoparticles-Rhodamine
B in culture media for cell labeling, and to establish a study of
multimodal magnetic nanoparticles-Rhodamine B detection at
labeled cells evaluating they viability at concentrations of 10ug
Fe/mL and 100ug Fe/mL. Methods: We performed the analysis
of stability of multimodal magnetic nanoparticles-Rhodamine B in
different culture media; the mesenchymal stem cells labeling with
multimodal magnetic nanoparticles-Rhodamine B; the intracellular
detection of multimodal magnetic nanoparticles-Rhodamine B
in mesenchymal stem cells, and assessment of the viability of
labeled cells by kinetic proliferation. Results: The stability analysis
showed that multimodal magnetic nanoparticles-Rhodamine B had
good stability in cultured Dulbecco’s Modified Eagle’s-Low Glucose
medium and RPMI 1640 medium. The mesenchymal stem cell with
multimodal magnetic nanoparticles-Rhodamine B described location
of intracellular nanoparticles, which were shown as blue granules
co-localized in fluorescent clusters, thus characterizing magnetic
and fluorescent properties of multimodal magnetic nanoparticles-
Rhodamine B. Conclusion: The stability of multimodal magnetic
nanoparticles-Rhodamine B found in cultured Dulbecco’s Modified
Eagle's-Low Glucose medium and RPMI 1640 medium assured
intracellular mesenchymal stem cells labeling. This cell labeling did
not affect viability of labeled mesenchymal stem cells since they
continued to proliferate for five days.
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INTRODUGAO

As células-tronco mesenquimais (CTM) sao células mul-
tipotentes que apresentam capacidade de originar ou-
tros tipos celulares de forma limitada, como, por exem-
plo, adipdcitos, osteoblastos e condrécitos! . Além
disso, a importancia da utilizacdo dessas células em
terapia celular se deve ao fato das CTM apresentarem
outras caracteristicas importantes como, por exemplo,
facilidade no isolamento, expansao, manipulacao e pro-
priedades imunossupressoras®®.

As CTM, quando comparadas a outros tipos de cé-
lulas-tronco®, apresentam algumas vantagens clinicas
como, por exemplo, serem prontamente adquiridas de
pacientes, facilmente expandidas ex vivo, bem como
autotransfundidas sem risco de rejeicao imunoldgica e
livre de preocupagoes éticas*!h,

A medula 6ssea (MO) ¢ a principal e mais estuda-
da fonte de obtengdo de CTM utilizada em aplicagdes
clinicas e experimentais. No entanto, estudos mostram
que as CTM de parede de corddo umbilical humano
(PCUN) apresentam caracteristicas morfoldgicas, imu-
nofenotipicas e capacidade de diferenciacdo em célu-
las de linhagens mesodérmicas, similares as CTM de
MO(2,4,12-14)'

Dessa forma, as CTM representam uma importante
e promissora ferramenta terapéutica no tratamento de
doencas neuro-cardiovasculares, neurodegenerativas,
hematoldgicas e imunodeficiéncias, para as quais ainda
nao ha tratamento especifico ou efetivo disponivel 1319,
Entretanto, o acompanhamento do comportamento
dessas células in vivo ainda € um dos obstaculos para
sua utilizacdo em terapia celular. A possibilidade de
estabelecer uma marcacao eficiente dessas células com
nanoparticulas de 6xido de ferro (NOF), sem a perda
de viabilidade, poderia disponibilizar métodos nao in-
vasivos para o acompanhamento dessas células in vivo.
Assim, a inovacao nanobiotecnoldgica promove o estu-
do de novas ferramentas para o avango biomédico.

Materiais nanoestruturados sao sistemas constitui-
dos de particulas de dimensdes nanométricas. O inte-
resse nanobiotecnoldgico por esses materiais reside no
fato de apresentarem propriedades biofisicas especiais,
quando comparadas aos mesmos materiais constituidos
por particulas grosseiras’”. Por meio do controle das
condicdes de sintese, podem-se obter suspensdes de na-
noparticulas monodispersas utilizadas na preparacao de
suspensoes coloidais biocompativeis. Nesse contexto, as
NOF tém despontado como um recurso nanobiotecno-
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l6gico inovador no processo de marcacao de células e
seu posterior estudo por imagem molecular@*2),

Um dos processos utilizados atualmente para acom-
panhar a migracao ou homing das CTM € a marcacao
dessas células com NOF@®. Esse processo permite
acompanhar a distribuicao e o destino das CTM, bem
como maximizar seu beneficio terapéutico®-??.

Alguns estudos®?¥ demonstraram a utilizagdo de
nanoparticulas magnéticas multimodais (NPMM), ou
seja, nanoparticulas que apresentam propriedades mag-
néticas e fluorescentes (Rhodamine B — RhB, BioPAL,
Worcester, MA, USA) podendo ser demonstradas em
imagem por ressonancia magnética (IRM) e microsco-
pia de fluorescéncia.

As NPMM possuem caracteristica fluorescente de-
vido ao fato de serem conjugadas com elementos fluo-
rescentes como, por exemplo, a NOF conjugada com
RhB (dois fluordéforos por particula), na qual o com-
primento de onda de excitacdo da RhB € 555nm e o
comprimento de onda de emissio ¢ 565 a 620nm. Essa
NPMM (RhB) tem um nicleo magnético de 8nm, com
um tamanho hidrodindmico de 35nm, potencial zeta
de -31mV e concentragao de 2mg de Fe/mL (BioPAL,
Worcester, MA, USA).

Assim, neste estudo, estabelecemos a detecgao in-
tracelular de NPMM (RhB), avaliando a viabilidade
celular dessa marcacao nas CTM de PCUh em diferen-
tes concentracoes das nanoparticulas (10ug Fe/mL e
100ug Fe/mL) e sua estabilidade em meios de cultura
diferentes.

OBJETIVO

O presente trabalho visa analisar a estabilidade das
NPMM (RhB) em meios de cultura para marcagao ce-
lular e, consequentemente, estabelecer o estudo de de-
teccao intracelular de NPMM (RhB) nas células mar-
cadas, avaliando a viabilidade celular nas concentracoes
de 10ug Fe/mL e 100ug Fe/mL.

METODOS

Coleta e processamento das amostras de cordao um-
bilical

As amostras de PCUh foram coletadas apds consen-
timento informado da mae (doadora) de acordo com
o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto
Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein (IIEPAE)
— SGPP: 683-09; CEP: 1059. Essas amostras foram co-
letadas por meio da seccao do cordao umbilical no mo-
mento do parto e conservadas em Phosphate Buffered
Saline 1x (PBS, Sigma-Aldrich) com 100mM de anti-
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coagulante EDTA e, logo depois, processadas em até
6 horas ap6s a coleta. Apds duas lavagens com PBS 1x
(Sigma-Aldrich) da veia do corddo umbilical, as CTM
foram retiradas da amostra por digestao enzimatica
utilizando colagenase tipo I (Sigma-Aldrich) por 30
minutos a 37°C em 5% de CO,. Em seguida, a enzima
foi inativada com Soro Fetal Bovino (Gibco®, Invitrogen
Corporation), e as células isoladas foram mantidas
em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s-low glucose
(DMEM-LG, Gibco®, Invitrogen Corporation).

Cultura das CTM de PCUh

As CTM isoladas foram plaqueadas em placas de 25cm?
em uma densidade celular de 107 células/cm? contendo
meio DMEM-LG (Gibco®, Invitrogen Corporation)
suplementado com 200mM de L-Glutamina, Antibi6-
tico/Antimicético 10.000U/mL de penicilina sddica,
10.000ug/mL de sulfato de estreptomicina, 25ug/mL de
anfotericina B (Gibco®, Invitrogen Corporation) e 10%
Soro Fetal Bovino (Gibco®, Invitrogen Corporation).
As culturas de CTM foram mantidas em incubadora
(Thermo Fisher Scientific Inc 3110, Waltham, MA) a
37°C em 5% de CO, e as c€lulas ndo aderentes foram
removidas da placa de cultura ap6s 24 horas. Os expe-
rimentos foram realizados na quarta passagem celular,
com aproximadamente 80% de confluéncia.

Caracterizacao imunofenotipica das CTM de PCUh

As CTM isoladas foram caracterizadas por imunofeno-
tipagem realizada por citometria de fluxo. A técnica de
marcacao utilizada estava de acordo com as instrugodes
técnicas do fabricante. As células foram marcadas com
os anticorpos monoclonais e incubadas no escuro por
30 minutos a temperatura ambiente; apds a incubacao,
as células foram lavadas e fixadas com paraformoldeido
1%. Os anticorpos monoclonais utilizados foram: CD14
FITC clone:MSE2 (BD Pharmingen, San Diego, CA);
CD29 PE clone:MAR4 (BD Pharmingen, San Diego,
CA); CD31 PE clone:WM59 (BD Pharmingen, San
Diego, CA); CD45 PerCP CY5.5 clone:2D1 (BD
Biosciences, San Jose, CA); CD73 PE clone:AD2
(BD Pharmingen, San Diego, CA); CD105 PE
clone:43A3 (Biolegend, San Diego, CA); CD90 APC
clone:5E10 (BD Pharmingen, San Diego, CA); HLA-A,B
e C FITC clone:G46-2.6 (BD Pharmingen, San Diego,
CA); CD106 FITC clone:51-10C9 (BD Pharmingen,
San Diego, CA); CD133 APC clone:293C3 (Myltenyi
Biotec, Germany); e os isotipos controles relacionados.
A aquisicao dos dados foi realizada no equipamento de
citometria de fluxo FACSARIA (BD Biosciences, San
Jose, CA) e os resultados analisados com o software

FACSDIVA (BD Biosciences) e FLOWJO (Tree Star,
Ashland, OR).

Analise da estabilidade das NPMIM (RhB) em meios
de cultura

A anilise da estabilidade de NPMM foi realizada em
meios de cultura DMEM-LG (Gibco®, Invitrogen
Corporation) e RPMI Medium 1640 (Gibco®, Invitrogen
Corporation), com o intuito de avaliar o meio adequa-
do para o estudo da marcacao com NPMM (RhB) nas
CTM, dado que, na literatura, esses meios de cultura
sao os mais utilizados no processo de marcacao des-
tas células®?®. O estudo da estabilidade foi realizado
mediante a técnica de Dynamic Light Scattering (DLS),
com medidas temporais da distribuicao do tamanho hi-
drodinamico das NPMM (RhB) utilizando um Malvern
Zetasizer NanoS (Malvern, UK). A distribuigao do ta-
manho hidrodindmico ponderada em namero foi obti-
da em um angulo de 173° em modo manual, com nime-
ro de médias de 20 e tempo de medida de 5 segundos
por média. As medidas foram realizadas em modo de
posicao fixa. As medidas foram realizadas na tempera-
tura de 37°C, com tempo de equilibrio de 60 segundos.
Utilizaram-se 2mL de cada meio de cultura em uma con-
centracao de 10 e 100ug Fe/mL e 2mL de agua Milli-Q
com concentracdo de 100ug Fe/mL como amostra con-
trole. As medidas do tamanho hidrodinamico foram
realizadas em diferentes tempos em um intervalo de 0
até 20 horas. A anélise da distribuicao do tamanho foi
determinada mediante o ajuste da fungao de correla-
¢ao das intensidades da luz espalhada com o algoritmo
CONTIN.

Marcacao de CTM com as NPMM (RhB)
Aproximadamente 1x10° CTM foram plaqueadas em
placas de 24 wells e mantidas overnight em incubado-
ra (Thermo Fisher Scientific Inc 3110, Waltham, MA)
a 37°C em 5% de CO,, em uma suspensao de NPMM
(RhB) nas concentracoes de 10ug Fe/mL e 100ug Fe/mL
em condicao de triplicata. Ap6s o periodo de incuba-
¢do, a solu¢ao NPMM (RhB)-meio de cultura foi reti-
rada por aspiracao e as CTM foram lavadas duas vezes
com PBS (1x) para remover as NPMM (RhB) extrace-
lulares. As células controle foram processadas s com
meio de cultura, mas nas mesmas condicdes que as cé-
lulas marcadas.

Deteccao intracelular das NPMM (RhB)
As CTM marcadas foram lavadas com PBS 1x (Sigma-
Aldrich) para a retirada do excesso de particulas e, em
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seguida, fixadas com paraformaldeido 4%. Em seguida,
foi realizado o ensaio citoquimico de azul da Prussia
5%, solucao de 5% ferrocianeto de potéssio (Sigma-
Aldrich)/solugao de 5% de HCI 37% (Merck, Germany)
e fucsina basica (Sigma-Aldrich), para verificar a interna-
lizacao das particulas nas CTM. A anélise foi realizada no
microscopio de fluorescéncia (IX51 Olympus), primeira-
mente por meio de microscopia comum e, em paralelo,
utilizando o filtro Rhodamine (530nm e 550nm).

Cinética de proliferagao

Aproximadamente 5x10* CTM foram incubadas com
NPMM (RhB), nas concentracoes de 10ug Fe/mL e
100ug Fe/mL e em triplicata, em seguida lavadas duas
vezes com PBS 1x (Sigma-Aldrich) e mantidas em incu-
badora (Thermo Fisher Scientific Inc 3110, Waltham,
MA) a 37°C em 5% de CO,. Ao longo de 5 dias, a tri-
plicata de cada uma das concentragoes foi lavada com
PBS (1x) (Sigma-Aldrich) e as CTM marcadas foram
retiradas por digestao enzimdtica por meio da utili-
zacao de Trypsin 0,25% EDTA (Gibco®, Invitrogen
Corporation) por 3 minutos a 37°C em 5% de CO,. A
inativagdo enzimatica foi realizada por meio do meio
DMEM-LG 10%, Soro Fetal Bovino (Gibco®, Invitrogen
Corporation). As células ressuspendidas foram quanti-
ficadas por meio da cAmara de Newbauer. O niimero
de células de cada ponto da curva foi representado pela
média do nimero de células das triplicatas.

RESULTADOS

Caracterizacao morfoldgica e imunofenotipica das CTM
de PCUh

As CTM de PCUh apresentaram morfologia fibroblas-
tica e atingiram a confluéncia entre 80 € 90% em 7 dias
em cultura (Figura 1). O perfil imunofenotipico das
CTM de PCUh isoladas ja se encontra publicado em
outros artigos do grupo®¥.

Figura 1. Células-tronco mesenquimais isoladas de parede de cordao umbilical
humano. (A) Cultura de células-tronco mesenquimais com aproximadamente
90% de confluéncia, 200X; (B) Cultura de células-tronco mesenquimais com
aproximadamente 80% de confluéncia, 600X
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Estabilidade NPVIM (RhB) nos meios de cultura DMEM-
LG e RPMI

As variacoes no tamanho hidrodindmico ao longo do
tempo (resultado da aglomeragio de NPMM disper-
sas em meio liquido) determinam a instabilidade da
NPMM e consequentemente diminuem a eficiéncia na
captacao de NPMM (RhB) pelas CTM. Assim, foram
realizadas medidas de DLS para determinar a variabi-
lidade do tamanho hidrodindmico das NPMM (RhB)
dispersas em meio de cultura DMEM e RPMI nas con-
centragoes de 10 e 100ug/mL e da amostra controle nos
diferentes tempos, como € mostrado na figura 2.
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Figura 2. Medidas da variabilidade do tamanho hidrodindmico das nanoparticulas
magnéticas multimodais (Rhodamine B) no tempo (0 até 20 horas). (A)
Nanoparticulas magnéticas multimodais (Rhodamine B) suspensas em &gua na
concentracédo de 100ug Fe/mL (amostra controle). Nanoparticulas magnéticas
multimodais (Rhodamine B) dispersas em meios de cultura DMEM e RPMI nas
concentracdes de (B) 10ug Fe/mL e (C) 100ug Fe/mL

Deteccao intracelular das NPMM (RhB) em CTM

A avaliacdo da distribuicao intracelular das nanopar-
ticulas com propriedades magnéticas e fluorescentes,
utilizadas para a marcagao das CTM, foi realizada por
meio dos ensaios citoquimicos de azul de Prussia e fuc-
sina basica, por meio de microscopia dptica comum e de
fluorescéncia.

Nos ensaios citoquimicos, a internalizagao das NPMM
(RhB) foi observada como granulacoes azuladas de lo-
calizacdo intracelular (Figuras 3B a 3D, 3H a 3J). Esse
processo nao foi observado no controle negativo, ou
seja, CTM nao marcadas (Figuras 3A e 3G).

A deteccao intracelular das NPMM (RhB) também
pode ser observada nas marcagoes utilizando o recurso
da microscopia de fluorescéncia (Figuras 3E, 3F, 3L a
3N), na qual as particulas apresentaram-se como pe-
quenos grumos fluorescentes de colocalizacdo com os
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Figura 3. Marcacéo das células-tronco mesenquimais com nanoparticulas
magnéticas multimodais (Rhodamine B). (B a F) Suspenséo de nanoparticulas
magnéticas multimodais (Rhodamine B) na concentracéo de 10ug Fe/mL. (H
a N) Suspensao de nanoparticulas magnéticas multimodais (Rhodamine B)
na concentracao de 100ug Fe/mL. (A e G) Controle: cultura de células-tronco
mesenquimais sem distribuigao intracelular de nanoparticulas magnéticas
multimodais (Rhodamine B), aumento: 100X. (B e H) Citoquimica: azul da
Prassia, aumento: 100X. (C, D, | e J) Citoquimica: fucsina basica. (C e 1)
Aumento: 100X. (D e J) Aumento: 400X. (E e L) Microscopia de fluorescéncia
revelando nanoparticulas magnéticas multimodais (Rhodamine B), aumento:
200X. (F, M e N) Microscopia de fluorescéncia revelando nanoparticulas
magnéticas multimodais (Rhodamine B) e o niicleo das células-tronco
mesenquimais (DAPI); (F) Aumento: 200X. (M e N) Aumento: 400X. (O e P)
Controle das reacdes de microscopia de fluorescéncia

granulos azuis revelados pelos testes citoquimicos (Fi-
guras 3H e 3L).

Viabilidade das CTM marcadas

A viabilidade das CTM marcadas com NPMM (RhB)
foi avaliada por meio de ensaio de cinética de prolife-
ragao celular (Figura 4). A capacidade proliferativa das
CTM marcadas revelou que nao houve alteragao signi-
ficativa entre os dias que compreenderam o plaquea-
mento (5,0x10* células/well), marcacio com NPMM

120 r . Y . r . r . .

—=— Controle

1004 |—=—C10 ]
—— G100 i

Y 2] =2}
(=] o o
1 1 1

(Namero células/well)*104
T

1 2 3
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Figura 4. Cinética de proliferacdo das células-tronco mesenquimais marcadas
com nanoparticulas magnéticas multimodais (Rhodamine B). Curva de
proliferagéo das células marcadas nas concentragdes de C10=10ug Fe/mL e
C100=100ug Fe/mL em condicéo de triplicata

(RhB) (4,93x10* células/well) e o primeiro dia (5,0x10*
células/well), estabelecido na curva nas concentracoes
C10 (4,92x10* células/well), C100 (4,80x10* células/well)
e controle (5,32x10* células/well).

DISCUSSAO

As CTM também, definidas como células progenitoras
multipotentes, apresentam capacidade de se diferen-
ciarem em algumas linhagens de origem mesodérmica,
tais como células adipociticas, osteoblasticas e condro-
citicas®-D. Além disso, alguns dados da literatura suge-
rem que as CTM podem originar outros tipos celulares
como, por exemplo, cardiomidcitos®>*, células endo-
teliais® e, até mesmo, células de origem nao mesodér-
mica, como hepatdcitos®®), células neurais®” e células
epiteliais®**. Com isso, o potencial uso das CTM de
PCUh em terapia celular tem gerado um importante in-
teresse em uma ampla variedade de disciplinas biomé-
dicas, incluindo campos emergentes aplicaveis a nano-
biotecnologia, estreitando novos recursos para o estudo
de imagem molecular in vitro e in vivo.

Dessa forma, este estudo avaliou a estabilidade
das NPMM (RhB) em dois diferentes meios de cultura
para a marcagao das CTM, ja que, na literatura, pode
ser encontrada a utilizacao de diversos meios de cultu-
ra. Assim, neste estudo, demonstramos o melhor meio
para ser utilizado. Para tal, foi realizado um estudo de
deteccao intracelular das CTM marcadas com NPMM
(RhB) e a viabilidade dessa marcagao por meio de uma
cinética de proliferacao celular.

Os resultados obtidos no estudo de estabilidade das
NPMM (RhB) nos meios de cultura DMEM-LG e
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RPMI revelaram que as nanoparticulas sao estaveis nos
dois meios de cultura, sendo que o meio DMEM-LG
foi o escolhido para o presente estudo, por ser o mais
utilizado segundo referéncias da literatura como o meio
mais utilizado na cultura de CTM®264041),

A estabilidade das NPMM (RhB) em meio liquido
foi analisada mediante graficos de didmetro hidrodina-
mico das particulas em funcao do tempo mostrados na
figura 2. Na figura 2A, apresentamos a estabilidade de
NPMM (RhB) suspensas em 4gua, em uma concentra-
¢ao C100=100ug Fe/mL, denominada amostra controle.
Nesta figura, observa-se que, considerando a margem
de incerteza, o didmetro hidrodindmico permanece
constante no tempo, excluindo a formacao de agrega-
dos de NPMM (RhB). A medida foi realizada com o
intuito de determinar experimentalmente o diametro
hidrodinamico e a dispersibilidade das NPMM (RhB).
A estabilidade das NPMM (RhB) em agua depende da
dimensao da particula para evitar a precipitacao devido
as forgas gravitacionais e da quimica de troca na super-
ficie da particula, que resulta no aumento das repulsoes
estéricas e de Coulomb. A estabilidade decorre de um
equilibrio muito delicado das interacOes atrativas e re-
pulsivas entre as NPMM (RhB). A interacao dipolar
magnética e a de Van der Waals sao atrativas, mas as
interacOes repulsivas mais importantes sao a estérica e
a eletrostatica. O equilibrio entre interagoes de nature-
zas opostas e presentes em uma suspensiao coloidal de
NPMM (RhB) é modulado pelo movimento browniano
associado as nanoparticulas dispersas na agua?.

As figuras 2B e 2C mostraram o comportamento do
didmetro hidrodinamico ao longo do tempo das NPMM
dispersas em meios de cultura DMEM-LG e RPMI nas
concentracoes de C10=10 e C100=100ug Fe/mL, res-
pectivamente. Analisando o didmetro hidrodinamico,
apresentando-se como um valor constante no tempo
levando em conta as incertezas das medidas, podemos
afirmar que NPMM (RhB) sao estdveis nas concentra-
coes estudadas e que nao houve influéncia do meio de
cultura utilizado na estabilidade nem na formacao de
agregados das NPMM (RhB). A caracteristica mais
importante para marcagao intracelular com NPMM
(RhB) dispersas em meio de cultura € sua estabilidade,
ou seja, a propriedade dessas nanoparticulas de perma-
necerem em suspensao na forma de entidades isoladas
(monodominios), evitando a aglomeracio das nanopar-
ticulas e subsequente precipitacio. Nesse caso, pode-
mos inferir que, devido a dispersao de NPMM (RhB)
em meio de cultura, existe um leve desequilibrio das
forgas que interagem entre essas nanoparticulas, tais
como as forgas atrativas e repulsivas de Van der Waals,
forcas eletrostaticas e forgas que resultam de polimeros
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adsorvidos™® que tém pouca influéncia na estabilidade
de NPMM (RhB) em meio de cultura, o que garante
uma eficiente marcacao intracelular. Portanto, NPMM
(RhB) sao ideais para uma efetiva marcagao intracelu-
lar nos meios de cultura utilizados, ja que a auséncia de
aglomerados de NPMM (RhB) indica uma boa estabili-
dade para incubagao por periodos de tempo superiores
a 20 horas.

Dessa forma, utilizando meios de cultura que con-
ferem estabilidade das NPMM (RhB), a marcagdo das
CTM com essas nanoparticulas foi detectada por en-
saios citoquimicos (azul de Prussia e fucsina basica) e
microscopia de fluorescéncia, que descreveram locali-
zagao intracelular das nanoparticulas distribuidas pelo
citoplasma celular, principalmente ao redor do nicleo
como granulos azulados colocalizados aos grumos
fluorescentes, caracterizando, assim, as propriedades
magnéticas e fluorescentes das NPMM (RhB). Descre-
veu-se também que condicao de estudo utilizando a
concentracdo C100=100ug Fe/mL revelou uma distri-
buicao de nanoparticulas discretamente mais acentua-
da comparado a C10=10ug Fe/mL.

As CTM marcadas nao foram afetadas quanto a
viabilidade, ja que a curva de proliferacao das mesmas
demonstrou que as células continuaram proliferando
ao longo de 5 dias em cultura, em 2 concentragoes di-
ferentes (C10 e C100). Tais resultados corroboram da-
dos obtidos por Addicott et al.®, quanto a viabilidade
técnica do processo de marcacdo das CTMs in vitro.
Porém, esses mesmos autores relataram que, em con-
centracoes acima de 30ug Fe/mL, houve um decréscimo
da viabilidade das CTM de até 78,8% para C100, o que
nao ocorreu em nossos ensaios (Figura 4).

Desse modo, este estudo determinou resultados ba-
sicos de fundamental importancia para a padronizagao
de um protocolo de marcacao eficiente das CTM com
as NPMM (RhB), ja demonstrando a nao citotoxicidade
desse tipo de marcagao por meio do crescimento da
curva de proliferacdo das CTM marcadas.

CONCLUSAO

Um dos fatores importantes para a internalizagao das
NPMM (RhB) nas células é a estabilidade destas no
meio de cultura. Assim, a analise de estabilidade, rea-
lizada mediante a técnica de ELD, determinou que
as NPMM (RhB) presentes tanto no meio de cultura
RPMI quanto no meio DMEM-LG, apresentaram boa
estabilidade garantindo, assim, uma adequada marca-
¢ao intracelular nas CTM.

Uma excelente vantagem de utilizacdo das NPMM
(RhB) decorre de sua propriedade multimodal, ou seja,
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tais nanoparticulas possuem carater magnético e fluo-
rescente. Considerando que tais nanoparticulas sao
NOFs, estudos de imagem molecular in vivo poderiam
ser utilizados como ferramenta para analises em RM,
no processo de investigacao da distribui¢ao e destino
de células marcadas. Esse recurso poderia se associar
a ensaios ex vivo utilizando testes de microscopia de
fluorescéncia, a fim de validar os achados de RM no
estudo da localiza¢ao das NPMM (RhB), maximizando,
com isso, possiveis beneficios terapéuticos vinculados a
CTMs.
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