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Resumo

Introducdo: O transplante de medula 6ssea é um procedimento terapéutico utilizado
como tratamento para diversas patologias hematoldgicas, baseado na capacidade da
célula-tronco hematopoiética de se autorrenovar e se diferenciar nas diversas
linhagens do tecido hematopoiético. O envelhecimento da célula-tronco hematopoiética
esta ligado a capacidade reduzida de migrar, enxertar e se diferenciar em linhagens
hematopoiéticas, outra dificuldade € a falta de dados consistentes em experimentos in
vivo que permitam gerar dados sobre a cinética do enxerto e migracdo das células-
tronco hematopoiéticas de forma ndo invasiva que possam melhorar o processo de
transplante e enxerto. A marcacao das células com nanoparticulas ou transduzidas
com luciferase aliado as técnicas de imagem molecular podem contribuir para um
melhor entendimento sobre sua dindmica apos realizacdo do transplante. Objetivos:
Avaliar o homing de células-tronco hematopoiéticas de camundongos jovens e idosos,
marcadas com nanoparticulas multimodais e modificadas para expresséao de luciferase,
por técnicas de imagem molecular em modelo de transplante de medula 6Ossea.
Métodos: Foi realizada uma revisédo sistematica da literatura para buscar as melhores
estratégias para se realizar o rastreamento ndo invasivo de células-tronco
hematopoiéticas em modelo de transplante de medula 6ssea. Em seguida a
caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas multimodais (propriedades
magnéticas e fluorescentes) quanto ao seu tamanho hidrodinamico, estabilidade,
potencial zeta e propriedades 6ticas. Apds a caracterizagdo marcamos as células
mononucleares da medula éssea de camundongos jovens e idosos com nanoparticulas
e transduzimos para expressao de luciferase para realizacdo andlises de viabilidade,
sensibilidade e quantificagdo da internalizagdo por técnicas de como imagem de
bioluminescéncia, ressonancia magnética, fluorescéncia proxima ao infravermelho e
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado. Uma vez marcadas as
células foram transplantadas e avaliadas por técnicas de imagem molecular,
histolégicas e hematoldgicas. Resultados: A revisdo sistematica indicou que as
técnicas de imagem de bioluminescéncia, fluorescéncia, ressonancia magnética,
tomografia por emissdo de positrons e tomografia por emissédo de féton Unico séo as
mais utilizadas para o rastreamento nao invasivo de células tronco hematopoiéticas. A

caracterizagcdo evidenciou um pontecial zeta positivo (34,9mV) que favorece a
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internalizacdo das nanoparticulas multimodais nas células, além disso, as
nanoparticulas se mostraram estaveis no meio de cultura utilizado para marcacao,
evitando a formacdo de aglomerados que podem prejudicar sua internalizacao.
Também pode ser observado que apd6s marcacdo na maior concentracdo de
nanoparticulas que as células se mantiveram 95% viaveis, além de possibilitar a
quantificacdo de nanoparticulas internalizadas nas células por diversas técnicas, sendo
gue soO houve diferenca significativa entre jovens e idosos na quantificacdo de ferro por
espectrometria de massa na mesma concentragcdo, entretanto, obtivemos uma
diferenca significativa entre todas as diferentes concentracdes de marcagéo (10, 30 e
50ug Fe/mL), encontrando uma internalizacdo por todas as técnicas na ordem de
picogramas de ferro por célula ou em nimero de nanoparticulas por célula na ordem de
10*. No estudo in vivo observamos por imagem de fluorescéncia no infravermelho
préximo as células marcadas com nanoparticulas 24 horas ap0s o transplante em
todos os 6rgdos analisados, com destaque para os 6rgdos hematopoiéticos (baco e
medula Ossea), resultado que foi corroborado pelas de bioluminescéncia ex vivo e
analise histolégica. A avaliagdo por imagem de bioluminescéncia permitiu acompanhar
o enxerto do 11° dia até o 120° mas, sem diferencas entre o enxerto jovem e idoso,
essa diferenca pode ser observada apenas na andlise hematoldgica, que demonstrou
um enxerto enviesado para a linhagem mieloide. Conclusfes: A revisdo sistemética
possibilitou direcionar nosso estudo para uma melhor abordagem de todos os aspectos
referentes ao modelo de rastreamento ndo invasivo apos transplante de medula éssea,
principalmente nos tempos e parametros de avaliagdo. As nanoparticulas utilizadas nao
alteraram a viabilidade celular de maneira expressiva e possibilitaram a quantificacéo
por vérias técnicas. A combinacdo de imagem de bioluminescéncia e fluorescéncia
propiciou um acompanhamento das células em todas as etapas do transplante, mas
sem evidenciar diferencas no enxerto jovem e idoso, sendo necessario complementar
as técnicas de imagem molecular, com outras técnicas que permitam trazer dados

sobre a eficacia do enxerto.
Descritores: Nanoparticulas; Imagem de bioluminescéncia [ndo DeCS]; Imagem de

fluorescéncia [ndo DeCS]; Imageamento por ressonancia magnética; Células-tronco

hematopoéticas; Transplante de medula éssea; Imagem molecular
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1 INTRODUCAO

O presente capitulo apresenta as bases tebricas para o
entendimento do trabalho, primeiramente descrevendo o transplante de medula dssea
(TMO) e suas aplicagdes, abordando as propriedades e caracteristicas da célula-tronco
hematopoiética (CTH) que possibilita a realizagdo do TMO pela sua capacidade de
autorrenovacao e diferenciagdo, também explora a influéncia do envelhecimento nas
CTH que prejudica sua migracao e enxerto. Além disso, evidéncia a dificuldade para
rastrear as CTH in vivo ap6s o TMO e como técnicas de imagem molecular que
possibilitam imagem néo invasiva como: imagem de ressonancia magnética (IRM),
tomografia por emissao de pésitrons (PET — positron emission tomography), tomografia
computadorizada por emissao de foton unico (SPECT - single-photon emission
computed tomography), bioluminescéncia (BLM) e fluorescéncia (FL) possibilitam
avaliar a migracao das ceélulas em busca de um melhor entendimento sobre a dindmica
in vivo das CTH apo6s o transplante, sobretudo com o auxilio de recursos
nanotecnoldégicos para a criagdo de sondas multifuncionais que potencializam o

rastreamento das células.

1.1 Hematopoiese

A hematopoiese, do grego haima (sangue) mais poiese (producgao),
€ o processo no qual uma CTH, consegue dar origem as diversas células do tecido
hematopoiético (leucdcitos, neutrdéfilos, eosindfilos, basofilos, linfécitos, mondcitos,
eritrécitos e plaquetas), pela sua capacidade de autorrenovagao e diferenciagdo em
linhagens comprometidas.” Existem dois tipos principais de células progenitoras
hematopoiéticas comprometidas com suas linhagens especificas, as células
progenitoras mieloides e as células progenitoras linfoides, as progenitoras mieloides
ddo origem as células da linhagem granulocitica, monocitica, eritroide e
megacariocitica, as progenitoras linfoides dao origem somente as células da linhagem

linfocitica como pode ser observado na figura 1.
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Fonte: Adaptado de Hoffbrand AV, Moss PA, Pettit JE. Fundamentos em
hematologia. Porto Alegre: Artmed; 2008. Figura 1.2 Diagrama mostrando a célula-
tronco multlpotente da medula éssea e as linhagens celulares que dela se
originam; p. 12.6

Figura 1. Representagdo diagramética da célula-tronco hematopoiética e das
linhagens celulares que surgem a partir dela até as células maduras do tecido
sanguineo

Em mamiferos a hematopoiese tem inicio no saco vitelino. Essa fase
€ conhecida como onda primitiva e é transitéria, nela ocorre apenas a formacdo de
progenitores eritroides, que vao fornecer oxigénio ao embrido. Esses progenitores
eritréides sdo unipotentes e ndo sdo capazes de se autorrenovar.*°

A onda definitiva da hematopoiese tem inicio quando figado e baco
comecam a produzir as células sanguineas. Essa fase se origina a partir de uma
populacdo de células encontradas na regido aorta-gonadal-mesonéfrica,(G) gue migram
para o figado fetal, transformando o figado no principal 6rgdo hematopoiético desse
periodo. No fim da vida fetal a medula 6ssea (MO) aumenta a producdo de células
sanguineas, apoés o periodo natal o figado para a producéo de células hematopoiéticas
e a MO passa ser o principal 6rgao hematopoiético.(z)

As CTH representam uma pequena populacdo de células contidas
na MO do individuo adulto, estima-se que em cada 1x10* células presentes na MO,
somente uma seja CTH,” e por ndo possuirem um fendtipo exato conhecido, o
principal marcador das CTH segue sendo o CD34+ que esta presente em cerca de 2 a

5% das células mononucleadas da MO, sendo as células Lin- CD34+ CD38- CD90+



CD45RA- a populagdo celular mais primitiva encontrada em humanos, ja em
camundongos a melhor representacdo das CTH esta em Lin- c-Kit+ Scal+ Flk2- CD34-
Slamf1+.89)

As CTH sao divididas em duas subpopulagbes de acordo com sua
capacidade de se autorrenovar, células-tronco hematopoiéticas de longo prazo (CTH-
LP) e células-tronco hematopoiéticas de curto prazo (CTH-CP), as CTH-LP sao
responsaveis pela manutencgao da populacao indiferenciada de CTH, ja as CTH-CP sao
células comprometidas que tem origem em divisdes assimétricas das CTH-LP, quando
uma CTH-LP se duplica preserva seu clone para manutencdo da hematopoiese,
enquanto a CTH-CP formada se compromete com uma linhagem hematopoiética.®

A MO vermelha encontrada no interior da grande maioria dos 0ssos
€ a principal fonte das CTH, ela esta presente principalmente nos individuos jovens e,
com o passar do tempo essa MO vai sendo substituida pela MO amarela que € rica em
tecido adiposo e possui atividade hematopoiética insignificante, exceto nas regides
proximais dos ossos longos."?

Além do envelhecimento que prejudica a reposicdo adequada das
CTH, outros fatores como algumas doencas hematoldégicas podem levar ao
comprometimento da producdo de células sanguineas, producdo insuficiente de
células, producdo descontrolada de células imaturas ou alteracbes genéticas que
prejudiqguem a funcdo das células sanguineas, entre outras. Nesses casos ha a
necessidade da realizacdo de um TMO para que ocorra o reestabelecimento da

hematopoiese.""

1.2 Transplante de medula 6ssea

O TMO, também conhecido como transplante de células-tronco
hematopoiéticas (TCTH), é um procedimento terapéutico realizado pela infusdo de CTH

de pacientes saudaveis em pacientes com medula defeituosa,'?

essas células podem
ser retiradas ndo s6 da MO, como também do sangue periférico mobilizado (SPM), ou
do sangue de corddao umbilical e placentario (SCUP), tendo como finalidade
reestabelecer a funcéo da medula.'"314

De acordo com o relatorio da Worldwide Network for Bone Marrow

Transplantation (WBMT), até o final de 2012, mais de um milhdo de pacientes haviam



sido submetidos ao TCTH (Figura 2). A grande maioria dos procedimentos de TCTH foi
usada para tratar disturbios malignos (87%), sendo a maioria deles leucemias (72%),
seguidos por distdrbios linfoproliferativos (14,7%) e tumores sélidos (0,6%)."' O TCTH
também € utilizado como tratamento para varias doencas genéticas, como
imunodeficiéncia combinada grave, sindrome de Wiskott-Aldrich, talassemia, anemia

falciforme, entre outras.!"?
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Figura 2. Desenvolvimento global do transplante de células-tronco hematopoiéticas de 1957-2012



O TCTH é dividido em modalidades quanto ao tipo de doador, o
autologo, ocorre quando as células transplantadas séo retiradas do proprio paciente, o
alogénico, quando as células vém de um doador aparentado ou nao aparentado, ja a

11.16) Existe

modalidade singénica, ocorre quando o doador é irmdo gémeo univitelino.!
também a modalidade xenogénica de TCTH, quando as células transplantadas sao de
um doador de outra espécie, sendo restrita a estudos pré-clinicos."”

A disseminacdo do TCTH como modalidade terapéutica esta
intimamente ligada a identificacdo e tipificacdo do principal complexo de antigeno
leucocitario humano (HLA — human leukocyte antigen) que teve inicio nos anos 60.
Como consequéncia dessas descobertas, o TCTH alogénico entre individuos com HLA
compativel tornou-se viavel. Quase metade dos procedimentos de TCTH séo
alogénicos, de acordo com a mais recente pesquisa global."®

Para a realizacdo do TCTH é necessario que doador e receptor
sejam compativeis, sendo a condicdo mais favoravel quando doador e receptor sédo
irmaos gémeos idénticos, porém a parcela de pacientes que possui irmao gémeo
idéntico € minima, ha também a chance que um parente proximo seja compativel, mas
infelizmente mais de 60% dos pacientes ndo possuem um doador aparentado
compativel.('®

O problema da compatibilidade sé sera resolvido quando as
barreiras do HLA forem superadas, nesse sentido a realizacdo de TCTH haploidénticos
surge como uma opc¢ao. Nessa forma de TCTH, as células do doador tém o HLA
parcialmente semelhante as do receptor (superior a 50%), e para sua realizacao é
necessario que o paciente seja submetido a um regime de imunossupressao,
geralmente utilizando uma das seguintes estratégias: deplecdo dos linfocitos T in vitro
antes do transplante ou uso de ciclofosfamida que inibe as células que estdo se
multiplicando em grande quantidade como linfocitos T aloreativos. Outra estratégia é o
uso de células-tronco do SCUP, essas células necessitam de uma combina¢gdo menor
de HLA, além da auséncia de linfécitos T maduros.1%%?

A incompatibilidade do HLA também é a principal dificuldade
presente apos o TCTH alogénico, devido a isto 0os pacientes que realizam o TCTH sé&o
submetidos a regimes de imunossupressao, estas drogas imunossupressoras tém
como finalidade modular a resposta imune, inibindo a agéo das células transplantadas
contra o receptor, para evitar a doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH).*® J& o

principal risco do transplante autdlogo é a toxicidade de curto e longo prazos, por causa



do condicionamento pré-transplante decorrente do uso de agentes quimioterapicos
combinados ou ndo com irradiagcéo de corpo inteiro (ICl), que podem levar a danos nos

6rgaos, infeccdes e sangramentos associados & aplasia da MO.?*

1.3 Doenca do enxerto contra o hospedeiro

A DECH é uma complicacdo comum do TMO alogénico, no qual as

r.%) A DECH é a principal

células T aloreativas do doador atacam os tecidos do recepto
barreira imune a eficacia do TMO alogénico e é a segunda causa de morte nos
pacientes submetidos a esse procedimento, ficando atras apenas da mortalidade
causada pela doenca primaria.®

A DECH foi descrita pela primeira vez nos anos 60, em
experimentos com camundongos submetidos ao modelo de TMO com condicionamento
por ICI, esses camundongos tiveram células transplantadas a partir de animais
isogénicos com complexo principal de histocompatibilidade (MHC - major
histocompatibility complex) semelhante, também foram transplantadas células de
animais nao isogénicos, com MHC diferente, os animais que receberam células de
camundongos nao isogénicos vieram a desenvolver uma reag¢do imune caracterizada
por erupcao cutanea e diarreia que foi chamada primeiramente de "doenca de Runt" e
posteriormente como DECH.®?"

Outro estudo realizado em 1966 definiu os requisitos necessarios
para o desenvolvimento da DECH:

1° - 0 enxerto deve conter células imunologicamente competentes;

2° - 0 hospedeiro deve possuir aloantigenos que faltam no doador,
para que o hospedeiro pareca estranho ao enxerto;

3° - o sistema imune do hospedeiro deve ser incapaz de gerar uma
reacdo imunoldgica eficaz contra o enxerto, pelo menos por tempo suficiente para que
ocorra a resposta imune.®®

Anteriormente, a DECH era dividida temporalmente, em forma aguda
e crbnica, a forma aguda ocorria nos primeiros 100 dias apés o transplante e era
caracterizada por danos a pele, figado e trato gastrointestinal, ja a forma crénica

ocorria apés os primeiros 100 dias do transplante, possuindo manifestacoes mais



diversas, podendo se assemelhar a vérias sindromes, doencas de pele semelhantes,
bem como, comprometimento das glandulas salivares e lacrimais.**")

A forma aguda foi dividida em duas subcategorias, conforme as
manifestacdes clinicas do paciente: classica e tardia. A forma aguda classica apresenta
eritema, lesdes méaculo-papulosas, nausea, vomitos, anorexia, diarreia, ileo paralitico
ou doenca hepatica colestatica, e ocorre nos 100 primeiros dias apds o TCTH, sem
apresentar sinais da forma cronica. Ja a forma aguda tardia, é semelhante a forma
classica, sem sinais da forma crénica e ocorre 100 dias apés o TCTH. A forma crénica
também foi dividida em duas subcategorias: classica e sindrome de sobreposicao,
onde a forma crbnica classica ndo possui caracteristicas da forma aguda e pode
ocorrer a qualquer momento apos o TCTH, j4 na sindrome de sobreposi¢cao as formas
aguda e crénica se manifestam em conjunto e pode ocorrer a qualquer momento apos

0 TCTH.G"32)

1.4 Envelhecimento

Além das doencas hematoldgicas outro fator que leva a um prejuizo
na hematopoiese é o envelhecimento das CTH. O envelhecimento € um processo
biol6gico que tem como caracteristicas o declinio funcional de tecidos e o6rgaos;
degeneracéo estrutural; capacidade de se adaptar e resisténcia reduzidas, o que acaba
contribuindo para o aumento da morbimortalidade causada por multiplas doencas
cronicas.®® A principal causa de envelhecimento nas células esta relacionada ao
acumulo de danos no acido desoxirribonucleico (DNA - deoxyribonucleic acid),
causando nas ceélulas-tronco alteracées que modificam seu ciclo celular, levando a
perda gradual da capacidade de se autorrenovar, o que ocasiona o envelhecimento do
sistema em que elas atuam.®?

A capacidade de proliferacdo das células estd associada a
manutencdo da extensdo dos seus cromossomos. Um dos principais causadores de
danos ao DNA é a deterioracdo dos telébmeros, estruturas de DNA nao codificantes
(TTAGGG) localizadas nas extremidades da dupla fita de DNA, sua principal fungéo &
proteger a informag@o genética contida nos cromossomos, que podem ser perdidas
pela degradacdo que ocorre a cada divisdo da célula. O encurtamento dos telébmeros

pode causar instabilidade cromossdmica, disfuncéo celular, limitacdo de proliferacdo e



apoptose, estando associado ao processo de imunossenescéncia (Figura 3), desta
forma a manutencdo dos telémeros esta relacionada ao potencial proliferativo das

células.®

|— Cromossomo —\

Centrossomo seeesnnnse s :
Telémero curto (R8¢ | _— i Telébmero longo
- Telomerase .-~ ... + Telomerase
‘...' '~..‘

Erosao dos sum
teléoremos

‘ Célula-tronco hematopoiética ':soo

Neutrofilos  Heméacias Plaquetas LinfécitoBe T

Fonte: Traduzido e adaptado de Paiva RM, Calado RT. Telomere dysfunction and hematologic
disorders. Prog Mol Biol Transl Sci. 2014;125:133-57. Figure 6.1 Short telomeres engage
hematopoietic stem cells into senescense and apoptosis, impairingthe appropriate production of

peripheral blood cells. p. 134.%°
Figura 3. Processo de encurtamento dos teldmeros das células-tronco hematopoiéticas levando a

imunosenescéncia e falha da medula 6ssea

Falha da
m

edula éssea] [Imunosenescencna]

Outros fatores que também influenciam no processo de
envelhecimento das CTH sdo a polaridade (distribuicdo assimétrica de proteinas),
autofagia prejudicada, atividade mitocondrial (acamulo mitocondrial que leva a estresse
metabdlico) e reprogramacao epigenética.®¥

Alguns trabalhos demonstraram que as CTH-LP estdo diminuidas
em humanos e camundongos idosos.®” Além disso foi demonstrada a reducdo na
capacidade das CTH de camundongos idosos enxertarem em camundongos jovens,
nao apresentando a mesma qualidade do enxerto de quando as células sé&o
provenientes de doadores jovens, resultando em aumento da proliferacdo celular,
expansdo reduzida, acumulo de danos ao DNA, baixo homing e enxerto, como
também, um enxerto mais inclinado para a linhagem mieloide, como demonstrado na

figura 4.8
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CTH: Célula-tronco hematopoiética.

Fonte: Traduzido e adaptado de Khurana S. The effects of proliferation and DNA damage on
hematopoietic stem cell function determine aging. Dev Dgyn. 2016;245(7):739-50. Fig. 2. Increased
numbers of myeloid-biased HSCs in aged mice. p. 741.%9

Figura 4. Diferencas do enxerto entre animais jovens e idosos, em relagdo a proliferacdo e
diferenciagdo das células apos transplante

1.5 Nicho hematopoiético

As CTH e seus precursores em maturacdo, antes de migrarem para
0 sangue periférico, estdo localizados em regides especificas da MO, essas regides
sdo microambientes conhecidos como nichos hematopoiéticos. A interacdo das CTH
com o microambiente medular e com as células que compde o nicho promove sua
manutencao e regula sua funcéo.“?

Existem dois diferentes nichos hematopoiéticos (endosteal e
vascular), esses nichos sdo compostos por diversas células além das CTH como:
células estromais mesenquimais (CEM), células de linhagem éssea, células endoteliais,
células do sistema imune, células neuronais, células reticulares abundantes (CRA) em
quimiocina CXC-12 (CXCL12), além de outros tipos celulares como representado na

figura 5.4V
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CTH: célula-tronco hematopoiética; CTM: célula-tronco mesenquimal; CAR: células
reticulares abundantes em CXCL12.

Fonte: Traduzido e adaptado de Ehninger A, Trumpp A. The bone marrow stem cell niche
grows up: mesenchymal stem cells and macrophages move in. J Exp Med.
2011(4;1%08(3):421—8. Figure 1. Location of HSC niches in trabecular boné cavities. p.
422.

Figura 5. Localizag&o dos nichos hematopoiéticos em cavidades ésseas trabeculares

O nicho endosteal esta localizado na regido da MO revestida por
células de linhagem 6ssea (osteoblastos e osteoclastos) que agem no processo de
formacao 6ssea. O nicho vascular esta localizado proximo ao endotélio vascular na
regido onde a tensdo de O, é maior, ele € composto de vasos revestidos por uma
camada endotelial simples e, sdo responsaveis pela comunicacdo entre o nicho
endosteal e a circulagdo.***)

As CTH sao encontradas em sua maioria adjacente aos capilares
sinusodides localizados na MO, onde células reticulares, endoteliais e mesenquimais
promovem sua manutencdo pela producdo do fator de célula-tronco (SCF — stem cell
factor) e de CXCL12 além de outros fatores. Outras células perivasculares, como as
células periarteriolares Ng2-CreER+, podem sintetizar o CXCL12 necessario para a
manutencdo das CTH.“***® As CTH também expressam Notch, que se une ao seu
ligante Jagged 1 em osteoblastos e, assim, desencadeiam sinais que contribuem para
evitar sua diferenciacdo.“”

Outros tipos celulares também contribuem para a regulagdo das
CTH presentes nos nichos como: nervos simpaticos, células de Schwann néo
mielinizantes, macréfagos, osteoclastos, matriz extracelular e calcio. Os osteoblastos

nao promovem diretamente a manutencdo das CTH, mas estdao envolvidos na
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manutencdo e diferenciagdo de progenitores linfoides pela secrecdao de
osteopontina.*®

Em condicdes fisiologicas o0s nichos hematopoiéticos estédo
saturados de CTH, os procedimentos de condicionamento como a ICI para realizacao
do TCTH ocorrem destruindo boa parte das células presentes nos nichos, abrindo
assim espaco para que ocorra 0 homing das CTH transplantadas para os nichos

hematopoiéticos afim de reestabelecer a hematopoiese.“®

1.6 Homing das células-tronco hematopoiéticas para a medula 6ssea

Apoés a realizacdo do TCTH as CTH precisam migrar para os nichos
especificos localizados na MO, onde irdo habitar e promover o reestabelecimento da
hematopoiese. Esse processo de migracdo das CTH pelo tecido hematopoiético,
através da vasculatura endotelial para diversos 6rgdos e 0s nichos hematopoiéticos
presentes na MO é denominado homing. O homing € um processo rapido que acontece
em questdo de horas e ndo mais que 1 ou 2 dias, e é essencial para o sucesso do
TCTH.“® Um dos principais mecanismos que direciona a migracdo das CTH apés sua
infusdo no sangue periférico para os nichos localizados na MO envolve a interacédo da
CXCL12 com o receptor CXCR4. O CXCR4 é um receptor acoplado a proteina G
expresso na superficie das CTH, enquanto CXCL12 é expressa principalmente pelas
células endoteliais que revestem o0s nichos hematopoiéticos e também por
osteoblastos, além de ser fundamental para o homing das CTH essa interacdo € muito

o (5051

importante para a manutencdo das CTH em estado quiescent ) Experimentos em

camundongos com nocaute de CXCL12 e CXCR4 resultaram em um fenatipo letal, com
varios comprometimentos sobretudo na hematopoiese. %%

Grande parte dos estudos que visam obter informagdes in vivo sobre
0 homing de células apos o TCTH utiliza técnicas como citometria de fluxo e
microscopia confocal.®® O uso da citometria de fluxo possibilita a quantificacdo de CTH
apos transplante, e permite a avaliacdo do nivel de enxerto, mas tem a limitacéo
quanto a exata localizacdo das células nos 6rgaos. J& a microscopia confocal fornece
informacdes sobre a distribuicdo espacial das células por meio de tecidos
imunocorados. Ambas as técnicas sO permitem analises ex vivo, ndo sendo possivel

uma avaliagdo in vivo em tempo real de forma néo invasiva. Por iSso € necessario
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encontrar técnicas que possibilitem a avaliacdo do homing das CTH de maneira mais
eficiente do que as técnicas convencionais.®®

Uma alternativa que vem sendo cada vez mais utilizada para o
rastreamento in vivo das CTH apos o TCTH € o uso de recursos nanotecnoldgicos. A
nanotecnologia aplicada ao rastreamento de células in vivo se da pelo uso de
nanoparticulas como agente de contraste para realizacdo de IRM,®®°® essas
nanoparticulas também podem ser funcionalizadas com adicdo de agentes
fluorescentes ou de radiotracadores, gerando nanoparticulas multimodais (NPMM), que
permitem o monitoramento da migracdo das células com o auxilio de técnicas de
imagem molecular.®® Outra estratégia para a avaliacdo da migracdo das CTH é
através da modificacdo das células para expresséao de proteinas como a proteina verde
fluorescente (GFP — green fluorescent protein) e a enzima luciferase que permitem a
realizacéo de imagens de FL e BLM, respectivamente.®”

A avaliacdo da migracdo das CTH in vivo apds o TMO de forma ndo
invasiva através destas técnicas podem gerar dados sobre a cinética do enxerto,
permitindo a avaliacdo de fatores que interfiram na migracdo das células para o local
de interesse, sendo assim Uutil para buscar estratégias que auxilie na melhora dos

processos de transplante e enxerto.®"

1.7 Nanotecnologia aplicada ao rastreamento celular

A nanotecnologia é uma ciéncia que estd envolvida no projeto,
sintese, caracterizacao e utilizacdo de materiais em escala hanométrica, denominados
nanomateriais. O uso desses nanomateriais na area da Medicina tem aplicacdo para
fins preventivo, terapéutico, diagnéstico e terandstico.®*®® Dentre os nanomateriais
utiizados podemos destacar as nanoparticulas que possibilitam a conjugacao,
encapsulacdo ou adsorcdo de varios agentes como agentes radioativos, fluoréforos,
peptideos, pequenas moléculas organicas, quimioterapicos, anticorpos, entre outros, o
que lhes confere grande aplicabilidade em diversas areas da Medicina.®*°

Existe uma série de nanoparticulas utilizadas para marcacao celular,
por exemplo: nanoparticulas orgéanicas como lipossomos, micelas, polimeros,
dendrimeros, e nanoparticulas inorganicas como ouro, prata, 6xido de ferro, pontos

guanticos (quantum dots), entre outras (Figura 6). Cada nanoparticula com tamanho,
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forma, composicéo e propriedades diferentes, apresentando vantagens e desvantagens

de acordo com a aplicac&o.®%¢"

Nanoparticulas organicas
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Fonte: Traduzido e adaptado de Itani R, Al Faraj A. siRNA conjugated nanoparticles-a next
generation strategy to treat lung cancer. Int J Mol Sci. 2019;20(23):6088.¢"

Figura 6. Diferentes nanoparticulas orgénicas e inorganicas utilizadas para marcacao
celular

As nanoparticulas aplicadas ao rastreamento ndo invasivo in vivo de
CTH permite acompanhar sua localizacdo por determinado tempo, além de ser um
método sensivel e que ndo causa citotoxicidade. Atualmente, o uso de nanoparticulas
para rastreamento de células-tronco esta limitado a estudos pré-clinicos, para a
utilizacdo das nanoparticulas como agente de rastreamento no uso clinico, é
necessario o entendimento de curto e longo prazo de sua influéncia na viabilidade
celular ap6s marcacéo, influéncia na migracao, diferenciacdo e capacidade da célula
enxertar.®®
Dentre as nanoparticulas utilizadas para o rastreamento de CTH
podemos destacar as nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro (NSOF),
que possuem a propriedade do superparamagnetismo. Além disso, a sintese das
NSOF ¢é relativamente facil, além da possibilidade de tornar sua superficie
biocompativel e adicionar varios agentes como fluoroforos e radiotracadores para

tornar as NSOF multifuncionais.©®®
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1.7.1 Nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro

As NSOF sao as nanoparticulas metélicas mais utilizadas na
nanomedicina, em comparacdo com as nanoparticulas de ouro, sdo consideravelmente
mais baratas além de serem mais biocompativeis.’”

As NSOF sao compostas por um nucleo de oxido de ferro
geralmente de magnetita (FesO,), maghemita (y-Fe,Os) ou hematita (a-Fe,03),"" com
uma camada de revestimento biocompativel que pode ser composta por diferentes
materiais como polietilenoglicol (PEG), alcool polivinilico (PVA — polyvinyl alcohol),
polivinilpirrolidona (PVP), dextrana, quitosana, pululano, alginato, entre outras.® A
representacdo de uma NSOF é mostrada na figura 7, onde o diametro da nanoparticula
€ formado pelo nicleo e a sua cobertura. Quando a nanoparticula estiver
funcionalizada temos o denominado didmetro hidrodindmico que corresponde a

dimenséo total da nanoparticula.”®

Diametro hidrodinamico

Diametro da nanoparticula

Funcionalizagcao
da nanoparticula

‘ | (Anticorpo alvo)
Agente de contraste > =
(Imagem bi ou multimodal) ~ |
- - ’
' =N
. - ,, Droga
(Terapia)

B2
Nucleo da nanoparticula
(Constrate,Direcionamento magnético)

12
Cobertura
(Biocampatiblidade, estabilidade,
tempo de circulagéo e solubilidade)

Fonte: Traduzido e adaptado de Bakhtiary Z, Saei AA, Hajipour MJ, Raoufi M, Vermesh O,
Mahmoudi M. Targeted superparamagnetic iron oxide nanoparticles for early detection of
cancer: possibilities and challenges. Nanomedicine. 2016;12(2):287-307.")

Figura 7. Representacdo de uma nanoparticula magnética de oxido de ferro (nucleo), que
apresenta uma cobertura com carater biocompativel, que pode ser funcionalizado a
superficie para direcionar ao alvo especifico além de ser utilizado como contraste pode ser
utilizado para processos terapéuticos
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Outra caracteristica das NSOF é apresentar a propriedade do
superparamagnetismo. Materiais que possuem essa propriedade tém como
caracteristica possuir momentos magnéticos desorganizados que apontam em direcdes
opostas quando um campo magnético forte € aplicado, esses momentos magnéticos se
alinham na mesma direcdo e o material se magnetiza, uma vez que o campo é retirado
0 material se desmagnetiza, essa propriedade tem influéncia direta do tamanho, por
isso que nanoparticulas entre 10 a 20nm tendem a exibir monodominios que
possibilitam uma resposta magnética mais rapida, quando comparada a nanoparticulas
maiores que possuem diametro critico gerando multidominios.*

Ainda ndo se tem total entendimento sobre a forma com que é
realizada a marcacéo das células com as NSOF a nivel molecular, entretanto, é sabido
gue a marcacao das células se da por duas formas: ligacdo a membrana das células e
internalizacdo celular (endocitose ou fagocitose). A marcacdo das nanoparticulas por
ligagcdo a membrana gera grande possibilidade de eliminagdo pelas células apés o
transplante invalidando o monitoramento, portanto, a internalizacdo € o modo mais
seguro de marcacao das células por nanoparticulas, a fagocitose fica restrita a células
fagociticas como mondcitos, macrofagos, neutréfilos e células dendriticas e, a
internalizacdo por processo de endocitose pode ser realizada por receptores de
membrana, internalizacdo independente de clatrina e caveolina, internalizacdo mediada
por clatrina, internalizacdo mediada por caveolina, e internalizacdo mediada por agente
de transfeccdo como poli-L-lisina (PLL).">"®

As NSOF sao muito utilizadas como agentes de contraste para
realizacdo de técnicas imagens molecular, no caso da IRM ela aumenta o contraste
entre os tecidos. As células marcadas com NSOF geram um forte contraste em
imagens hipointensas ponderadas em mapas de tempo de relaxacdo spin-spin (T2),
guando funcionalizadas também possibilitam o rastreamento in vivo de células
transplantadas por outras modalidades de imagem molecular como imagem de FL e

técnicas de imagem nuclear.””

1.8 Imagem molecular para o rastreamento de processos biolégicos

A imagem molecular compreende um grupo de técnicas de imagem

que utilizam moléculas alvo para o rastreamento de processos bioldégicos em analises
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in vivo. O uso de técnicas de imagem molecular permite a realizacdo de imagens nao
invasivas e anélises quantitativas.’®

As técnicas de imagem molecular podem ser divididas em:

[. Imagem por ressonancia magnéetica,

Il. Imagem nuclear: PET e SPECT;

lll. Imagem otica: imagem de BLM e imagem de FL no espectro
infravermelho. Sendo que cada uma dessas técnicas requer agentes proprios para
marcacdo e posterior rastreamento.’® Exemplos de agentes de rastreamento para

cada técnica podem ser visualizados na figura 8.
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Fonte: Traduzido e adaptado de Hong H, Yang Y, Zhang
Y, Cai W. Non-invasive cell tracking in cancer and cancer
therapy. Curr Top Med Chem. 2010;10(12):1237-48. Fig.
(2). Many imaging labels and techniques have been used
to label cells and track them in vivo. Some involve direct
labeling of the cells while others require genetic
modification of the cells. p. 1238.¢%

Figura 8. Agentes de rastreamento utilizados pelas
diferentes técnicas de imagem molecular
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A realizacdo de qualquer uma das técnicas citadas acima depende
da marcacao das células por um agente que permita seu rastreamento, sendo que
duas abordagens séo utilizadas para realizar a marcacédo celular: marcacdo direta e
indireta.®” A marcacao direta geralmente é mais simples, e se d& pela incorporacéo in
vitro do agente de rastreamento como: nanopatrticulas, fluoréforos ou radiotracadores.
Ja a marcacao indireta ocorre através da modificacdo genética para que a célula passe
a produzir internamente uma molécula como, por exemplo, luciferase ou GFP, essa
marcacdo € mais complexa por necessitar de habilidades em outras técnicas para a
marcac&o.”" O quadro 1 indica as caracteristicas favoraveis e desfavoraveis segundo

cada tipo de marcagéo.

Quadro 1. Vantagens e desvantagens das indiretas das célula-tronco
hematopoiéticas por agentes de rastreamento
Marcacéao direta

Relativamente facil

Geralmente envolve cultura de células

ex vivo

N&o requer nenhuma manipulacdo genética

marcacdes diretas e

Marcacéo indireta
Requer habilidades técnicas especializadas

Envolve cultura celular ex vivo

necessaria
Custo mais acessivel

Risco reduzido de manipulacdo

Sem risco direto de mutagénese

Sinal do agente de rastreamento desaparece
com o tempo

O agente de marcacéo é diluido nas células
filhas

N&o fornece informacdes sobre proliferacédo
celular in vivo

O marcador pode ser difundido para hospedar
tecidos e hospedar células ndo-alvo
Facilmente traduzivel para uso em humanos

Requer experiéncia em biologia molecular

Mais caro

Requer um nivel de biosseguran¢ca maior devido a
manipulacdo de vetores retro ou lentivirais e no
descarte de materiais

Risco de mutagénese nas células transformadas

O sinal € mantido por longos periodos em
transformacgéo estavel (excluindo a possibilidade de
silenciamento de genes)

O agente de marcacdo continua a ser produzido
pelas células filhas (em transformacao estavel)

Permite avaliacdo da proliferacdo celular (em
transformacéo estavel)

Sinal gerado apenas nas células inicialmente
preparadas

Nao aplicavel em humanos

Fonte: Traduzido e adaptado de Jasmin, de Souza GT, Louzada RA, Rosado-de-Castro PH, Mendez-
Otero R, Campos de Carvalho AC. Tracking stem cells with superparamagnetic iron oxide nanoparticles:
perspectives and considerations. Int J Nanomedicine. 2017;12:779-93.""

O uso de técnicas de imagem molecular para rastreamento de CTH
teve inicio, com estudos que visavam avaliar, sobretudo a capacidade de enxerto das
CTH.®? Ccom o avangco das técnicas de imagem também se tornou possivel o
monitoramento agudo da migracdo das CTH in vivo.®”#3) A avaliacdo da migracéo das
CTH apés o TMO auxilia no entendimento do homing e pode aprimorar estudos tanto

pré-clinicos, como clinicos de TCTH.
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Cada uma das técnicas de imagem molecular possui suas
vantagens e desvantagens, tanto para marcagao quanto para aquisicdo das imagens,
portanto, a combinacéo entre técnicas de imagem oOtica, IRM e imagem nuclear auxilia
no desenvolvimento de sondas que contenham potencial para traduzir informacoes
anatdmicas, funcionais e metabdlicas, que em muitos casos somente uma modalidade

de imagem n&o seria capaz de evidenciar.®+%

1.8.1 Imagem por ressonancia magnética

A IRM é uma técnica nédo invasiva, muito utilizada para realizacédo de
imagens em seres humanos para fins de diagnéstico.®® A IRM tem como base a
interacdo do campo magnético com os protons de hidrogénio do tecido, o sinal obtido é
coletado através de uma bobina que é processado e convertido em imagem.®”

Os proétons de hidrogénio presentes nos tecidos estdo em momentos
magnéticos distintos apontando para varias dire¢cdes de forma que seus momentos
magnéticos acabam sendo cancelados, quando um campo magnético forte é aplicado,
0s prétons se movimentam ao redor do seu eixo (spin) fazendo com que os momentos
magnéticos apontem para uma sé direcdo, a liberacdo de energia obtida por esse
processo se chama relaxacdo, que pode ocorrer de duas formas: relaxacdo spin-rede
(T1) e T2 (Figura 9).®® Na figura 9 é observado o processo de T2 (em azul) onde
existe uma interacdo entre os spins, apresentando um sinal inicialmente intenso e um
posterior decaimento do sinal (magnetizacdo transversal [M1]) como mostrada na parte
central da figura 9, através do decaimento exponencial governada pelo tempo T2.
Quando um tecido possui a presenca das nanoparticulas magnéticas € possivel
verificar o decaimento do sinal rapidamente como € mostrado na figura 10, onde
dependendo do tempo do eco (TE) é possivel obter um melhor contraste como é
mostrada nas areas 1 e 2 no gréafico da figura 10, que representam tecido sem e com

nanoparticulas magnéticas respectivamente.®®
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Pulso de excitagéo

X
z: Eixo z. x: Eixo x. y: Eixo y. M_: Magnetizac¢éo longitudinal. M;: Magnetizag&o transversal.
Mo: Magnetizacao inicial. T1: relaxacdo spin-rede. T2: relaxagdo spin-spin.

Fonte: Adaptado de Contreras LF. Espectroscopia por ressonancia magnética nuclear
Iocaliz(%()ja: projeto e implementacéo [dissertacdo]. S&o Paulo: Universidade de S&o Paulo;
2001.

Figura 9. Processo de relaxacdo T1 e T2, em funcdo das mudancas das magnetizacdes
longitudinal e transversal a partir de um pulso de excitacdo de radiofrequéncia, onde
inicialmente possui uma magnetizacdo inicial, processo que acontece para a obtencdo do
sinal do sinal de ressonéncia magnética

Portanto, os agentes de contraste sdo utilizados para melhorar a
visualizagdo da imagem, o que implica em melhora da sensibilidade e da
especificidade,(go) as NSOF podem ser utilizados como agentes de contraste para
imagens principalmente em T2, gerando um sinal hipointenso e aumentando o
contraste entre os tecidos que pode ser utilizado na avaliagdo do homing e

rastreamento das CTH marcadas.®®
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IRM: imagem de ressonancia magnética; T2: relaxacdo spin-spin; TE: tempo de
eco; CTH: célula-tronco hematopoiética NPM: nanoparticula magnética.

Fonte: Traduzido e adaptado de Oliveira FA, Nucci MP, Filgueiras IS, Ferreira JM,
Nucci LP, Mamani JB, et al. Noninvasive tracking of hematopoietic stem cells in a
bone marrow transplant model. Cells. 2020;9(4):939.¢"

Figura 10. Curvas de T2 mostrando a diferenca entre as curvas na auséncia e
presenca de nanoparticulas magnéticas como contraste tanto para curtos e longos
de tempo de eco, a partir de pulsos de excitacdo

Podemos observar na tabela 1 que a IRM tem uma alta resolucao
espacial (0,02-0,01mm), uma resolucdo temporal de minutos a horas, penetracao
tecidual ilimitada e sensibilidade na faixa de 10°3-10°mol/L. N&o necessita de
exposicdo a radiagdo como as técnicas de imagem nuclear e € uma técnica de imagem
de facil translacdo da pesquisa pré-clinica para a clinica. Em contrapartida, a IRM

apresenta um alto custo e baixa sensibilidade.



Tabela 1. Principais caracteristicas das técnicas de imagem molecular
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Tipode . . Principio Imagem Imag,em Imagem Resolugdo Tempo de profundidade P
. Técnica . Tracador - pré- Py ; R = Sensibilidade Vantagens Desvantagens
imagem fisico In vitro clinica clinica espacial aquisicdo de penetracdo
. L = Baixa profundidade de
BLM Luz visivel P_rotemas Sim Sim N&o 3-5mm Seg_undos 1-2cm Alta+++ Alta‘sensmllldadNe‘ nao penetracéo, ndo
luminescentes a minutos radioativa, expansao celular "
translacional
[aoc Luz visivel ou
Gtica Proteinas ou . = Baixa profundidade de
no . . = Segundos Alta sensibilidade, ndo -
FL ; corantes Sim Sim N&o 2-3mm . <lcm Alta++ S penetracao,
infravermelho a minutos radioativa .
. fluorescentes autofluorescéncia
préximo
Radiois6topos
PET Raios-y- d_e (89Zr, 18F, No sim sim 1-2mm Minutos limitada Altat+ Alta Profundldade_ c_jg Exposicao a radiagdo, alto
| alta energia  11C, 64Cu, penetracao, alta sensibilidade custo
magem
68GA)
nuclear Radiois6topos
Raios-y- de = . . . o Alta profundidade de Exposicéo a radiagao, alto
SPECT baixa energia (99r2'1l'(1:|,n1)23l, Nao Sim Sim 1-2mm Minutos llimitada Alta++ penetracao, alta sensibilidade custo
" Alta profundidade de "
Imagem Ondas de Agentes de = . . Minutos a . . PN - Alto custo, baixa
magnética IRM radio SRSE N&o Sim Sim  0,02-0,1mm [ro— llimitada Baixa penetracéo, ndo radioativa, e o

alta resolucdo espacial

BLM: bioluminescéncia; FL: fluorescéncia; PET: tomografia por emissdo de pésitrons; SPECT: tomografia computadorizada com emissao de féton Unico;
IRM: imagem de ressonancia magnética; 89Zr: Zircbnio-89; 18F: Fluor-18; 11C: Carbono-11; 64CU: Cobre-64; 68GA: Galio-68; 99mTc: Tecnécio-99
metaestavel; 123I: lodo-123; 111 In: indio-111.
Fonte: Traduzido e adaptado de Nucci MP, Filgueiras IS, Ferreira JM, de Oliveira FA, Nucci LP, Mamani JB, et al. Stem cell homing, tracking and therapeutic
efficiency evaluation for stroke treatment using nanoparticles: a systematic review. World J Stem Cells. 2020;12(5):381-405. Table 1. Molecular imaging

modalities. p. 384.%%



22

1.8.2 Técnicas de imagem nuclear

As técnicas de imagem nuclear, PET e SPECT, representam outra
modalidade de imagem molecular utilizada para rastreamento nédo invasivo de células
apos transplante ja aplicada a area clinica.®* Ambas as técnicas séo realizadas com
tomografos ou aparelhos de ressonancia magnética acoplados que permitem a
realizacdo de imagens metabdlicas e anatdmicas, o que possibilita a andlise da
distribuicdo das células-tronco marcadas, gerando imagens tridimensionais.®”

As imagens PET e SPECT dependem do uso de radiotracadores
para marcacdo das células antes do transplante, para tal € de grande importancia
escolher o radiotracador correto, ja que eles possuem meia-vida diferentes. Entre os
principais radiotracadores utilizados para o rastreamento de células e suas respectivas
meias-vidas, temos: Galio-68: 68 minutos, Flior-18: 109 minutos, Tecnécio-99m: 6
horas, Cobre-64: 12 horas, e Lutécio-117: 6,7 dias.%%9

Quanto as caracteristicas técnicas das imagens de PET e SPECT,
podemos observar na tabela 1 que ambas tém boa resolucdo espacial (1-2mm), uma
resolucdo temporal de minutos, penetracdo tecidual ilimitada e alta sensibilidade, no
caso do PET, na faixa de 10"-10"mol/L e no SPECT na faixa de 107'°-10"'mollL,
além de serem técnicas de imagem de facil translacdo para a pratica clinica. Em
contrapartida, as imagens nucleares tém um alto custo e requer a exposicao a radiacao
ionizante. A figura 11 mostra os principios das técnicas de PET e SPECT que resultam
do decaimento de atomos instaveis, no caso do PET ocorre o processo de
aniquilamento dos prétons que gera raios gama, ja na técnica de SPECT o radiois6topo

emite o féton gama que é detectado por uma camera gama.'%
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PET: tomografia por emissdo de positrons. SPECT: tomografia
computadorizada por emisséo de féton dnico.

Fonte: Traduzido e adaptado de Oliveira FA, Nucci MP, Filgueiras IS,
Ferreira JM, Nucci LP, Mamani JB, et al. Noninvasive tracking of
hematopoietic stem cells in a bone marrow transplant model. Cells.
2020;9(4):939.°"

Figura 11. Principio das técnicas de tomografia por emissdo de pdsitrons
e tomografia computadorizada por emissao de féton Gnico

1.8.3 Imagem Otica

1.8.3.1 Imagem de bioluminescéncia

A BLM é um fendmeno natural de emisséo de luz realizado por uma

série de organismos vivos. Este fendbmeno ocorre quando ha interacdo entre dois

componentes principais, a enzima luciferase e seu substrato a luciferina, que em

condicdes adequadas tem a capacidade de emitir luz (Figura 12).(1°"
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Fonte: Traduzido e adaptado de Oliveira FA, Nucci MP, Filgueiras IS, Ferreira JM, Nucci LP,
Mamani JB, et al. Noninvasive trackin%; of hematopoietic stem cells in a bone marrow
transplant model. Cells. 2020;9(4):939.*"

Figura 12. Principio das técnicas de imagem otica

As luciferases sao uma familia de fotoproteinas presentes em uma
grande variedade de insetos, organismos marinhos e procariontes. A principal
luciferase utilizada para realizacdo de imagens 6ticas € a luciferase de vagalume (FLuc
— Firefly luciferase) que oxida seu substrato d-luciferina na presenca de ATP, Mg2 e O
para gerar luz no comprimento de onda de 562nm. Algumas luciferases, Renilla
luciferase/Gaussia luciferase (RLuc/GLuc), de animais marinhos que vivem em aguas
profundas, utilizam a luciferina chamada coelenterazina como substrato e catalisam a
reacdo somente na presenca de O,, gerando luz no comprimento de onda de 480nm
(Figura 13). Ja as luciferases bacterianas tém como caracteristica nao utilizar substrato

exdgenos para emisséo de luz.(1%?
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Luciferase Estrutura da luciferina Reagao quimica Amax (nm)
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Fonte: Traduzido e adaptado de Badr CE, Tannous BA. Bioluminescence imaging: progress and
applications. Trends Biotechnol. 2011;29(12):624-33. Figure 1. Bioluminescence reactions of Fluc, Rluc
and Gluc. p. 625.%%

Figura 13. Reagdo quimica que ocorre na bioluminescéncia entre luciferase e luciferina para geragéo de
luz

O uso da imagem de BLM em ensaios in vivo permite o
monitoramento da migracao celular, por meio da representacéo visual da BLM gerada
pela oxidagédo da luciferina pela enzima luciferase, fornecendo um perfil da dinamica
das células transplantadas e sua proliferacdo em animais receptores vivos.!'%41%)
Assim, células geneticamente modificadas para expressao de luciferase podem ser
rastreadas apos a injecdo de luciferina utilizando cameras com dispositivo acoplado a
carga altamente sensivel para detectar luz.'%)

Podemos observar na tabela 1 que a imagem de BLM tem baixa
resolucdo espacial (3-5mm), resolucdo temporal na escala de segundos a minutos,
penetracdo tecidual ocorre entre 1-2cm e sensibilidade na faixa de 10™"°-10""mollL.
Portanto, esta técnica permite a avaliagdo das células apos transplante por longos
periodos, sendo uma analise de baixo custo, que ndo requer a exposicdo a radiacéo,
como as técnicas de imagem nuclear. As desvantagens do uso da BLM estdo na
atenuacdo da sensibilidade por tecidos sobrepostos e a baixa profundidade de
penetracdo. Sua principal limitacdo € que esta restrita a estudos pré-clinicos, nao

sendo aplicada em estudos clinicos.
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1.8.3.2 Imagem de fluorescéncia

A imagem de FL no espectro infravermelho é outra modalidade de
imagem oOtica, diferentemente da imagem de BLM que depende de uma enzima
reagindo com seu substrato para geracdo de luz, a imagem de FL ocorre por um
processo fisico, no qual um elétron € excitado e seu retorno a posic¢ao inicial faz com
que seja gerada luz (Figura 12).(1°")

Geralmente o uso de agentes fluorescentes para o rastreamento de
células in vivo requer procedimentos invasivos, jA que a imagem de FL possui
penetracdo limitada em tecidos, um exemplo € a microscopia intravital que permite a
visualizacdo das células marcadas por meio da abertura de uma janela no local onde

se pretende analisar,'®®

outra estratégia utilizada € o uso de modelos geneticamente
modificados que sejam transparentes e permitam a visualizacdo por microscopia otica
das células transplantadas.®"'? Considerando esse panorama, a marcacdo com
agentes fluorescentes no infravermelho proximo (NIRF — near-infrared fluorescence),
gue tem um espectro de emissdo de luz na faixa de 700 a 900nm, torna viavel o
rastreamento in vivo ndo invasivo das CTH. Na faixa de emissdo do NIRF, sinais
interferentes como oxi e desoxi hemoglobina e dgua sdo mais baixos e os fotons
podem penetrar mais profundamente nos tecidos vivos, quando comparado aos
agentes de FL que emitem luz em comprimentos de onda menores como: GFP
(505nm), TRITC (572nm) e DsRed (586nm)."""

A imagem de NIRF, como podemos observar na tabela 1 possui
baixa resolucdo espacial (2-3mm), a resolucdo temporal esta na escala de segundos a
minutos, penetracéo tecidual é menor que 1cm e sua sensibilidade na faixa de 10°-10"
2 mol/L. As vantagens desta técnica estdo no uso de varios agentes fluorescentes
simultaneamente, alta sensibilidade, baixo custo, além de n&o ter a necessidade de
exposicdo a radiacdo, como as técnicas de imagem nuclear. As desvantagens do uso
da imagem de FL estdo na atenuacdo da sensibilidade por tecidos sobrepostos, baixa
profundidade de penetracédo e autofluorescéncia. Assim como a imagem de BLM, a FL
também esta restrita a estudos pré-clinicos, devido ao uso de células geneticamente
modificadas.

Portanto, a avaliacdo da expressdo de BLM por células modificadas

ja € uma importante ferramenta para o monitoramento celular in vivo, entretanto, se
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houver morte celular precoce, ndo sera possivel determinar a sua localizacéo ja que a
BLM depende da viabilidade celular. Neste caso, a marcagéo celular com NPMM seria
uma estratégia adicional que possibilita a localizacdo celular, mesmo que estas células
nao estejam mais viaveis.

Considerando este panorama, a execucao do presente trabalho visa
mapear e avaliar o potencial de enxertia de CTH de MO de camundongos jovens e
idosos, marcadas com NPMM e aplicadas ao modelo de TMO. Para tanto, seréo
utilizados recursos nanobiotecnolégicos para monitorar as CTH por técnicas de FL e

BLM com dados corroborados por técnicas histoldgicas.

1.9 Objetivos

1. Avaliar o homing de células-tronco hematopoiéticas provenientes
de camundongos jovens e idosos, marcadas com nanoparticulas superparamagnéticas
de 6xido de ferro e modificadas para expressdo de luciferase, por técnicas de imagem
molecular em modelo de transplante de medula 6ssea;

2. Realizar uma revisdo sistematica da literatura sobre técnicas néao
invasivas para rastreamento de células-tronco hematopoiéticas em modelo de
transplante de medula 6ssea,;

3. Realizar a caracterizagdo fisico-quimica das nanoparticulas
multimodais;

4. Realizar a transducao das células medulares de animais jovens e
idosos com gene repérter de luciferase e avaliar a cinética por imagem de
bioluminescéncia;

5. Avaliar in vitro a internalizacdo nas células medulares das
nanoparticulas multimodais;

6. Avaliar a sensibilidade e quantificar a marcagdo das células
medulares com nanoparticulas multimodais, além de verificar a viabilidade das células
apos marcacao;

7. Avaliar in vivo a migracdo das células medulares transduzidas e
marcadas com nanoparticulas multimodais por imagem de bioluminescéncia,

fluorescéncia no infravermelho préximo e analise histologica.
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2 METODOS

Para a realizacéo do trabalho foi aplicada a metodologia descrita no
presente capitulo e resumida na figura 14, sendo que foi dividida em quatro etapas: na
12 etapa foi realizada a reviséo sisteméatica da literatura para o entendimento sobre as
melhores estratégias para realizar o rastreamento in vivo de CTH de forma néo
invasiva. A 22 etapa corresponde a caraterizacdo fisico-quimica das NPMM; na 32
etapa a realizacdo do estudo in vitro com células isoladas a partir de camundongos
jovens e idosos, com a transducédo de luciferase seguido pela cinética de BLM, entdo a
marcacao das células com NPMM, seguida da avaliacdo do processo de internalizacao,
bem como a viabilidade apés marcacéo, a intensidade do sinal pela técnica de NIRF e
guantificacdo da carga de ferro internalizada por NIRF, espectrometria de massa e
IRM. Finalmente, a 42 etapa corresponde ao estudo in vivo do modelo de transplante

com rastreamento in vivo das células nos animais por imagem de BLM e NIRF.

de murinos jovens e idosos marcadas com nanoparticulas em

Eficacia terapéutica e mapeamento das células-tronco medulares ‘
modelo de transplante de medula 6ssea

v v + i
Revisdo sistematica Caracterizagdo das L L
da literatura (PRISMA) Nanoparticulas multimodais Estudo in vitro Estudo in vivo
(NPMM)
! : Coleta e isol to de célul
4 Caracterizagao optica oleta e isolamento de celulas Estabelecimento da dose de radiagédo para
‘ Estrategia de busca ‘ ‘ das NPMM ‘ mononucleares da medula dssea (CMN-MO) o condicionamento pré transplante
de camundongos jovens e idosos
Critérios de Avaliagao do tamanho Transplante das CMN-MOs de animais
inclusdo e exclusao hidrodinadmico Caraterizagé@o da populagédo das células LKS jovens e idosos marcadas com NPMM
nas CMN-MOs de animais jovens e idosos l
Extrag&o, coleta de dados Avaliagao do potencial zeta i Avaliagdo da migragéio das CMN-MOs
e avaliagdo de risco de viés (carga superfical das NPMM) Transdugo de luciferase e cinética pela técnica de NIRF
l 1 do sinal de bioluminescéncia das CMN-MOs 1
— ! Confirmagéo da migragdo das CMN-MOs
‘ Analise de dados ‘ ‘ EStﬁg'::f;gedga:uwng Marcagéo das CMN-MOs com as NPMM pela coloragao de azul de Prussia
e avaliagdo da internalizagao L
l Avaliagdo do enxerto das CMN-MOs
por imagem de Bioluminiscéncia

Avaliagdo do sinal de NIRF nas
CMN-MOs marcadas com NPMM
l Analise hematolégica dos
Avaliacdo da viabilidade das CMN-MOs camundongos transplantados
marcadas com NPMM por imagem de BLM

Caraterizagao da populagéo das células LKS
Quantificagéo da carga das NPMM nas CMN-MOs de animais transplantados:
internalizadas nas CMN-MOs - Jovem - Jovem
NRF | [ IGPMS | [ RM - Idoso - Jovem

PRISMA: principais itens para relatar revisGes sistematicas e meta-analises; NPMM: nanoparticulas
multimodais; CMN-MO: célula mononuclear da medula Ossea; BLM: bioluminescéncia; NIRF:
fluorescéncia no infravermelho préoximo; ICP-MS: espectrometria de massa por plasma indutivamente
acoplado; IRM: imagem de ressonancia magnética.

Figura 14. Desenho experimental do estudo dividido em quatro etapas
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2.1 Reviséo sistemaética

Considerando a importancia de obter dados da literatura de todos os
trabalhos cientificos publicados nos principais bancos de dados com objetivos
semelhantes ao do presente trabalho foi realizada uma revisdo sistematica de artigos
originais publicados entre os anos de 2000 e 2020, seguindo as diretrizes dos
principais itens para relatar revisdes sistematicas e meta-analises (PRISMA — Preferred

Reporting ltems for Systematic Reviews and Meta-Analyses).(''?

2.1.1 Estratégia de busca

Foram pesquisados artigos indexados, publicados antes de janeiro
de 2020, nas bases de dados PubMed, Cochrane Library e Scopus, utilizando os

seguintes critérios de interesse selecionados em inglés:

((Hematopoietic Stem Cell OR Hematopoietic Progenitor Cell) AND (Tracking OR
Homing) AND (Transplantation))
Scopus:

((TITLE-ABS-KEY (tracking) OR TITLE-ABS-KEY (homing))) AND ((TITLE-ABS-KEY
(“Hematopoietic Stem Cell”) OR TITLE-ABS-KEY (“Hematopoietic Stem Cells”) OR
TITLE-ABS-KEY (“Hematopoietic Cell’) OR TITLE-ABS-KEY (“Hematopoietic Cells”)
OR TITLE-ABS-KEY (“Hematopoietic Progenitor Cell’) OR TITLE-ABS-KEY
(“Hematopoietic Progenitor Cells”))) AND (TITLE-ABS-KEY (transplantation))

PubMed:

((((("Hematopoietic Stem Cell’[Title/Abstract]) OR “Hematopoietic Stem
Cells’[Title/Abstract]) OR “Hematopoietic Progenitor Cell’[Title/Abstract]) OR
“Hematopoietic Progenitor Cells’[Title/Abstract])) AND ((tracking[Title/Abstract]) OR
homing[Title/Abstract])) AND transplantation[Title/Abstract]

Cochrane:

‘hematopoietic stem cell” in Title Abstract Keyword OR *hematopoietic progenitor cell”
in Title Abstract Keyword AND tracking in Title Abstract Keyword OR homing in Title
Abstract Keyword AND “transplantation” in Title Abstract Keyword
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2.1.2 Critérios de inclusao e excluséo

A revisdo sistematica incluiu apenas artigos originais escritos em
inglés, publicados entre 2000 e 2020, que usaram:

I. Modelos in vivo de TMO;

Il. Agentes de rastreamento para rastrear as CTH marcadas com
esses agentes;

lll. Técnicas ndo invasivas para permitir o rastreamento in vivo de
CTH no modelo de TMO.

Os critérios para exclusao foram:

|. Revisoes;

[I. Artigos clinicos;

[ll. Capitulos de livros;

IV. Protocolos;

V. Editoriais ou opinides de especialistas;

VI. Cartas ou artigos de comunicacao rapida;

VII. Publicacdes em outros idiomas que nao o inglés;

VIII. Artigos que ndo analisaram o homing das CTH com técnicas
nao invasivas;

IX. Artigos indexados publicados em mais de um banco de dados
(duplicatas);

X. Artigos que utilizaram apenas técnicas invasivas para analisar o
homing de CTH.

2.1.3 Extracao e coleta de dados e avaliagao de risco de viés

Na revisdo sistematica, os participantes foram selecionados de
forma independente e aleatéria (em pares), para revisar e avaliar os titulos e resumos
das publica¢Ges identificadas pela estratégia de busca nos bancos de dados e todas as
publicacdes potencialmente relevantes foram recuperadas na integra. Os revisores
avaliaram os artigos em texto completo para decidir se os critérios de elegibilidade
foram atendidos. Discrepancias na selecao do estudo e extracdo de dados entre os

dois revisores foram discutidas com um terceiro revisor e resolvidas. A inclusao final
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dos estudos na revisdo sistematica foi de acordo com todos os revisores. Apds a
inclusao dos estudos os dados foram extraidos e tabelados quanto a fonte e método de
isolamento das CTH; marcacdo das CTH com agentes de rastreamento; modelo de

TMO; rastreamento nao invasivo das CTH por meio de técnicas de imagem molecular.

2.1.4 Andlise de dados da revisdo sistemaética

Todos os resultados foram descritos e apresentados utilizando a

distribuicdo percentual para todas as variaveis analisadas nas tabelas.

2.2 Estudo experimental

ApOs a conclusdo da revisdo sistematica foi realizado o estudo
experimental dividido em 3 etapas:

I. Avaliacéo fisico-quimica das NPMM,;

[I. Estudo in vitro;

lll. Estudo in vivo para avaliacdo da migracdo das CTH marcadas

com agentes de rastreamento em modelo de TMO, como mostrado na figura 14.

2.2.1 Avaliacéo fisico-quimica das nanoparticulas multimodais

2.2.1.1 Nanoparticulas multimodais de oxido de ferro com dupla fluorescéncia

Para realizagdo da marcagéo das células mononucleares da medula
ossea (CMN-MO) foram utilizadas NPMM (BioPal, Worcester, Estados Unidos da
América), compostas por um nucleo magnético de magnetita, tamanho hidrodinamico
de 35nm, nucleo de 6xido de ferro de 8nm revestido com dextrana, um potencial zeta
de ~+31mV e uma densidade de ~1,25g/cm® (Biopal, Molday ION ™), que foram
conjugados com fluoroéforos que emitem luz em comprimentos de onda de
excitacdo/emissdo na faixa de 750/777nm (espectro do infravermelho proximo) e com
fluoréforos que emitem luz em comprimentos de onda de excitacdo/emissdo da

rodamina-B na faixa de 558/580nm (espectro visivel).
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2.2.1.2 Propriedades Oticas

A caracterizacdo Otica das NPMM para a corroboracdo dos
parametros de excitacdo/emissdo da dupla FL foi realizada utilizando um
espectrofluorofotbmetro RF-6000 (Shimadzu, Kyoto, Japéo), no qual as medidas foram
realizadas com as NPMM dispersas em meio agquoso em uma concentracdo de
50pg/mL. Os espectros de excitagdo foram adquiridos na faixa de comprimento de
onda de 520 a 800nm e emissao de 550 a 780nm. Adicionalmente foram adquiridos os

espectros de excitacdo/emissdo em 3D.

2.2.1.3 Avaliacao do tamanho hidrodindmico e potencial zeta das nanoparticulas

multimodais

A avaliacdo da polidispersdo do tamanho hidrodinamico das NPMM
suspensas em meio aquoso foi realizada no equipamento Zetasizer Ultra (Malvern,
Reino Unido) utilizando a técnica de espalhamento de luz dindmica. A distribuicdo do
tamanho hidrodindmico foi obtida em angulo manual de 173°, média de 20 e tempo de
5 segundos. As medi¢cdes foram feitas em posicdo fixa a 25°C com periodo de
equilibrio de 60 segundos.

O diametro médio foi obtido ajustando os dados experimentais a
uma funcéo de distribuicdo log-normal:

1 (In D —~InD? )2
f(D )= exp| — NPMM NPMM 1)
i V 272 Oypram e ( 20w
Com diametro médio:
< Dypum >= Dl(\)lPMM eXp(wriPMM 12) (2)

E desvio padréo do diametro medio

Onpum = Dg [em(zwiipmm )— eXp(a)r%JPMM )]1/2 (3)
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A avaliagdo do potencial zeta das NPMM também realizada no
Zetasizer Ultra em agua com pH de 7,4 na temperatura de 37°C. Também foi avaliada
a influéncia no tamanho hidrodinamico do meio de cultura, soro fetal bovino (SFB) e
tampéao fosfato-salino (PBS - phosphate buffered saline) nas condicbes mostradas na

tabela 2, assim determinamos a influéncia de cada elemento na marcagé&o celular.

Tabela 2. Amostras para a avaliacdo da influéncia do meio sobre o tamanho hidrodindmico

Condicao NPMM Agua Meio de cultura SFB (10%) PBS
1 ° °
2 ° °
3 ° ° °
4 °
5 ° °

NPMM: nanoparticulas multimodais; SFB: soro fetal bovino; PBS: tampao fosfato-salino.

2.2.1.4 Avaliacao temporal da estabilidade e do tamanho hidrodinamico das

nanoparticulas multimodais

A estabilidade das NPMM suspensas em meio aquoso ao longo do
tempo foi avaliada no mesmo equipamento Zetasizer Ultra para observar a manutencéo
do diametro hidrodindmico nas solu¢gbes aquosas onde as NPMM foram dispersas. A
analise de estabilidade foi realizada nas condicbes 1, 2 e 3 da tabela 2, utilizando
NPMM na concentracdo de 50ug/mL a 37°C por 420 minutos com registros a cada 30

minutos.

2.2.2 Estudo in vitro

Para execucdo da avalicdo in vitro foi realizado primeiramente o

isolamento das células da MO de camundongos jovens e idosos.

2.2.2.1 Uso de animais

O trabalho foi desenvolvido de acordo com as normas da Comissao
de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) do Hospital Israelita Albert Einstein (HIAE)
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sob o numero 3133/17. Foram utilizados camundongos machos e fémeas da linhagem
C57BL/6, pesando entre 20 e 40g, com idade variando entre 6-8 semanas (animais
jovens) a 18 meses (animais idosos). Os animais foram acondicionados no Centro de
Experimentacdo e Treinamento em Cirurgia (CETEC) do Instituto Israelita de Ensino e
Pesquisa (IIEP), onde permaneceram alojados com racao e agua ad libitum em gaiolas
de polipropileno forradas com maravalha autoclavada. O biotério € acreditado pela
Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care International
(AAALAC), obedecendo a um ciclo claro-escuro de 12 horas (7 as 19 horas), com
temperatura ambiente constante de 21+2°C, conforme especifica¢des internacionais.

O processo de anestesia para realizacdo de procedimentos
invasivos foi realizado por um protocolo pré-estabelecido (1,0mL/kg de cloridrato de
cetamina a 100mg/mL e 0,5mL/kg de cloridrato de xilazina a 20mg/mL), as eutanasias
para coleta de MO foram realizadas por overdose anestésica, utilizando 3 vezes a dose
anestésica. A inducao de anestesia para a avaliacao in vivo por imagem de BLM e FL
foi realizada com isoflurano utilizando o equipamento de anestesia XGI-8 (Perkin
Elmer). Para a inducdo da anestesia, o animal foi acondicionado em uma caixa de
acrilico, acoplada ao sistema de anestesia. Em seguida, foi liberado para a caixa o
fluxo de 2,5L/min de O, com saturacdo de 2% de isoflurano para inducdo da anestesia.
Apoés a inducdo o animal foi transferido para o interior do equipamento e acoplado a
uma canula de acrilico para manutencdo da anestesia com saturacdo de 2% de

isoflurano.

2.2.2.2 Coleta, isolamento e cultura de células mononucleares da medula 6ssea

As CMN-MO foram isoladas por gradiente de densidade utilizando
Ficoll-Hypaque (1.070g/mL) (GE Healthcare). Para isto, 4 dias antes da coleta foi
administrado 150mg/kg de 5-fluorouracil (Millipore, Estados Unidos da América)
intraperitonealmente nos camundongos C57BL/6 jovens e idosos, com 0 objetivo de
aumentar a populacdo de CTH no pool de CMN-MO. No dia da coleta, os
camundongos foram eutanasiados por overdose anestésica, fémures e tibias foram
extraidos, higienizados com alcool 70% e centrifugados dentro de ponteiras alocadas
em tubos cbnicos por 5 minutos a 1000g e 21°C. ApOs a centrifugacdo, o pool de

células peletizado no fundo dos tubos foi recolhido e ressuspendido em outro tubo
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cbnico com 4mL de meio StemSpan Serum-Free Expansion Medium (SFEM; Stem Cell
Technologies, Canada), suplementado com penicilina (100 unidades/mL) e
estreptomicina (100ug/mL) (GIBCO, Invitrogen Technologies, Nova lorque, Estados
Unidos da Ameérica), interleucina 3 (IL-3) (10ng/mL), interleucina 6 (IL-6) (10ng/mL) e
SCF (100ng/mL) (PeproTech, Estados Unidos da América). As células foram lavadas e
centrifugadas no tubo por 5 minutos a 500g e 21°C, o pellet formado foi novamente
ressupendido em 4mL de meio SFEM, em outro tubo cénico de 15mL foi adicionado
4mL de ficoll, e transferiu-se delicadamente o conteddo do tubo com células para o
tubo com ficoll, de modo que os dois ndo se misturassem, o tubo foi centrifugado por
30 minutos a 400g e 21°C, sem freio. ApGs a centrifugacéo, o halo formado entre meio
de cultura e ficoll foi aspirado, no qual estéo localizadas as CMN-MO, as células foram
lavadas novamente com o meio, contadas em uma camara de Neubauer com auxilio
do corante celular azul de tripano, apés a contagem as células foram distribuidas 1x10°
células/mL em cada poco de uma placa de 24 pocos, suspensas com meio SFEM
suplementado com citocinas hematopoiéticas e incubadas a 37°C com 5% de CO,. O

processo de isolamento pode ser visualizado na figura 15.
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A: Animal eutanasiado por overdose anestésica. B: E realizada a desinfeccdo dos membros inferiores
com élcool 70%. C-D: Apos a extragdo dos membros inferiores a pele é retirada e os membros inferiores
sdo mergulhados em alcool 70% e em seguida transferidos para tampéo fosfato-salino 2% antibiotico-
antimicotico. E-F: Ponteiras de 200uL sao cortadas na diagonal e alocadas em eppendorfs de 1,5mL. G:
E retirada a musculatura de fémur e tibia expondo somente os 0ssos. H: S&o retiradas as epifeses
Osseas. I-J: O 0sso é colocado dentro da ponteira localizada no eppendorf. K-L: O eppendorf contendo o
0sso é centrifugado até formar um pellet com a medula 6ssea. M-O: O pellet é ressuspendido em meio
de cultura e centrifugado para lavagem. P-R: As células em suspenséo sao transferidas para outro tubo
contendo ficoll e entdo sdo centrifugadas. S: Apds a centrifugagdo é formado um halo onde estdo
localizadas as células mononucleares da medula 6ssea. T: As células contidas no halo séo transferidas
para outro tubo e centrifugadas para eliminacdo de residuos de ficoll, entdo mais uma vez foram
ressuspendidas em meio de cultura para serem cultivadas.

Figura 15. Coleta e isolamento de células mononucleares da medula 6ssea
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2.2.2.3 Caracterizacdo de células linhagem- Sca-1+ c-Kit+ a partir de células

mononucleares da medula 6ssea

A caracterizacdo das células linhagem- Sca-1+ c-Kit+ (LKS)
presentes nas CMN-MO isoladas de camundongos C57BL/6 jovens e idosos, foi
realizada por citometria de fluxo (FACSAria™ Ill, BD Biosciences, Estados Unidos da
América). As CTH foram isoladas utilizando um kit especifico para isolamento de CTH
de camundongos (BD Mouse Hematopoietic Stem and Progenitor Cell Isolation Kit, BD
Biosciences, Estados Unidos da América) por meio de marcadores imunofenotipicos
especificos para isolamento de CTH e células progenitoras hematopoiéticas como Sca-
1 e CD117 também conhecido como c-Kit e marcadores de linhagens hematopoiéticas
como CD3 (marcador de células T), CD45R (marcador de células B), Ly6C e Ly6G
(marcadores de granuldcitos), CD11b (marcador de macrofagos) e TER-119 (marcador
de eritrocitos).

Para a separagdo das células LKS foram isoladas CMN-MO de
camundongos jovens e idosos com e sem a administracao prévia de 5-fluorouracil, as
células entdo foram incubadas com os seguintes anticorpos para CTH e para linhagem
hematopoiética: PE CD117, PE-Cy7 Sca-1, coquetel de marcadores de células
apresentadoras de antigeno (CAA) e 7-amino-actinomicina D (7-AAD), que € um
marcador de DNA, utilizado para avaliacdo da viabilidade celular. As células foram
selecionadas primeiramente por viabilidade, em seguida por tamanho e granulosidade,
e por ultimo para marcadores de linhagem. Os dados obtidos foram analisados pelos
softwares FACSDIVA (BD Biosciences, San Jose, CA) e FlowJo.

2.2.2.4 Producgéo de virions

As CMN-MO foram transduzidas com virions carreando o vetor
lentiviral pMSCV.Luc2.T2A puro. Este vetor codifica a proteina bioluminescente
luciferase 2 e a proteina puromicina N-acetil-transferase, a qual confere resisténcia ao
antibiotico puromicina. Para a producdo dos virions, células HEK 293FT foram
transfectadas simultaneamente com os vetores pMSCV.Luc2.T2A.puro, pCMV_dr8.91
e pMD2.G. A transfeccdo foi realizada com politilenimina (PEI) linear de 25kDa

utilizando uma taxa de nitrogénio/fosforo de 50. Dois dias apds a transfeccdo, o
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sobrenadante contendo os virions foi coletado, concentrado por ultracentrifugacéo e o
titulo viral calculado por reacdo em cadeia da polimerase PCR — Polymerase chain

reaction quantitativo em tempo real.

2.2.2.5 Transducdo das células mononucleares da medula 6ssea com vetor

luciferase

Para a transducéo lentiviral, apés 48 horas da coleta as células de
camundongos jovens e idosos foram ressuspendidas em meio SFEM, na presenca de
IL-3 10ng/mL, IL-6 10ng/mL e SCF 100ng/mL, na densidade de 1x10%mL, foram
adicionadas a cultura celular particulas virais em uma multiplicidade de infec¢cdo (MOI —
multiplicity of infection) de 5 na presenca de 8ug/mL de polibreno (Sigma-Aldrich). As
células em suspensao foram transferidas para um tubo cénico de 50mL e centrifugadas
por 90 minutos, a 1000g e 33°C. Apds a centrifugacao, as células foram transferidas
para uma placa de 24 pocos e incubadas durante a noite, no dia seguinte foi realizado

um novo ciclo de transdugéo como descrito anteriormente.

2.2.2.6 Curva cinética do sinal de bioluminescéncia das células mononucleares

da medula 6ssea

A expressdo do sinal de BLM nas CMN-MO transduzidas de
camundongos jovens e idosos foi realizada nas concentragdes celulares por poco de:
2x10°, 1x10°, 5x10* e 2,5x10* com amostras em quadruplicata sobre uma placa preta
de 48 pocos, utilizando o equipamento IVIS Lumina LT Série Ill (Xenogen Corp. CA,
Estados Unidos da América). As imagens foram adquiridas apds a adi¢cdo de 20uL de
D-luciferina (150mg/mL) (XenolLight, PerkinElmer), e a imagem BLM foi adquirida
usando 0s seguintes parametros: tempo de exposicdo no automatico, F/stop 4 e
binning 8, com 3 minutos de intervalo entre cada aquisicdo de imagem, em um total de
297 minutos. A cinética da expressdo BLM foi registrada e analisada com o software

Living Image verséo 4.3.1 (IVIS Imaging System) em unidades de fétons/segundos.



39

2.2.2.7 Marcacdo das células mononucleares da medula d&éssea com

nanoparticulas multimodais

Para o processo de marcacdo das CMN-MO com as NPMM, as
células de animais jovens e idosos foram plaqueadas na concentracdo de 1x10°
células/mL em uma placa de 24 pocos, com meio SFEM suplementado com citocinas
hematopoiéticas. Posteriormente, as células foram marcadas com NPMM na
concentracdo de 50ug/mL por 4 horas a 37°C. Apés esse periodo, as células foram
lavadas trés vezes com PBS centrifugando por 5 minutos, a 500g e 21°C, para remover

as NPMM que nao foram internalizadas.

2.2.2.8 Avaliacdo da internalizacdo das nanoparticulas multimodais nas células

mononucleares da medula 6ssea

A avaliacdo da internalizacdo das NPMM foi realizada por
microscopia de campo claro e FL devido as propriedades 6éticas (FL no campo claro e
no espectro infravermelho) e magnéticas das NPMM.

Para confeccéo das laminas as CMN-MO de animais jovens e idosos
foram ressuspendidas em PBS, entdo 10uL foram depositados sobre uma lamina de
vidro. Para a avaliagédo da internalizacdo pela microscopia de campo claro, foi utilizada
a coloracao azul da Prassia que evidencia as nanoparticulas por corar o ferro presente
em azul. Para realizacdo desta coloracdo foi preparada uma solucdo contendo
ferrocianeto de potassio a 5% (Sigma Aldrich, St Louis, Estados Unidos da América) e
acido cloridrico a 5% (Merck, Darmstadt, Alemanha), entdo foi colocado 10uL da
solucéo sobre a lamina contendo as células por 10 minutos, apés este periodo a lamina
foi lavada em &gua corrente e em seguida foi realizado a coloracdo Nuclear Fast Red
(Sigma Aldrich St Louis, Estados Unidos da América) por 5 minutos, a lamina foi lavada
mais uma vez em agua e analisada por microscopia 6tica.

A analise de FL foi realizada apdés a marcacdo dos nucleos das
CMN-MO por diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma Aldrich St Louis, Estados Unidos da
América) por 5 minutos, seguido de lavagem com agua, as imagens de FL foram

adquiridas utilizando um filtro de excitacdo/emissao de 358/461nm para DAPI e de
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530/550nm para as NPMM. Ambas as analises de imagem foram registradas utilizando
um microscépio de FL Nikon TiE (Nikon, Téquio, Japdo).

2.2.2.9 Avaliacdo do sinal da fluorescéncia no infravermelho proximo e
viabilidade por bioluminescéncia apés marcacédo das células mononucleares da

medula 6ssea com nanoparticulas multimodais

Foi realizada a avaliacdo in vitro do sinal de NIRF nas CMN-MO
isoladas de animais jovens e idosos transduzidas com luciferase. Para isso as CMN-
MO foram marcadas com NPMM nas concentracfes de 10, 30 e 50ug/mL em uma
placa de 24 pocgos, apés 24 horas as células marcadas foram transferidas para
eppendorfs e realizadas imagens de FL do infravermelho préximo no equipamento
IVIS, utilizando um tempo de exposicado de 2 segundos, F/stop 4, binning4 e filtro de
excitacado/emissao de 745nm/ICG.

A viabilidade das CMN-MO marcadas com as NPMM nas
concentracbes de 10, 30 e 50ug/mL foram realizadas apdés a adicdo de 20uL de
luciferina em cada eppendorf e posterior aquisicdo de imagem de BLM no equipamento
IVIS utilizando o tempo de exposicdo no automatico, F/stop 4, binning 8. Para analise
de intensidade da NIRF e BLM foram selecionadas regifes de interesse (ROl — Region
of Interest) de 2,5cm?. Os sinais adquiridos foram analisados no software Living Image
em unidades de fotons/s e a viabilidade foi obtida pela relacdo (Intensidade de BLM
das CMN-MO marcadas/Intensidade de BLM das CMN-MO n&o marcadas) x100.

2.2.210 Quantificacdo da carga de nanoparticulas internalizada nas células

mononucleares da medula 6ssea

A avaliagdo da quantificagcdo de NPMM internalizadas nas CMN-MO
apos o processo de marcacao foi realizada pelas técnicas de NIRF, ICP-MS e IRM.

A) Quantificacéo pela técnica de FL no infravermelho préximo: A
quantificacdo das NPMM internalizadas nas CMN-MO pela técnica de NIRF foi
realizada apés a marcacao destas células com as concentracdes de 10, 30 e 50ug/mL

de NPMM. O sinal NIRF foi detectado apos excitacdo das amostras em 710nm e foi
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registrado na faixa de emissdo de 780nm usando o equipamento IVIS. A quantificacao
absoluta foi determinada ap0s o estabelecimento da curva de calibragéo, utilizando
concentracfes conhecidas de 2, 5, 10, 12, 16ug Fe/mL.

B) Quantificacdo do ferro internalizado por espectrometria de
massa por plasma indutivamente acoplado: A quantificagdo da carga de ferro
internalizada nas CMN-MO apés a marcagdo com NPMM por espectrometria de massa
por plasma indutivamente acoplado (ICP-MS - Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry) foi realizada utilizando 1x106 células/mL marcadas com NPMM nas
concentracdes de 10, 30 e 50ug/mL dispersas em 1mL de PBS e 1mL de acido nitrico
(37%) para digestédo durante 4 horas, a 70°C. As amostras digeridas foram diluidas 10
vezes com agua Milli-Q (EMD Millipore Corporation, Bedford MA, Estados Unidos da
América) e foram analisadas com o equipamento Nexion 350x ICP-MS (Perkin Elmer
Corporation, Estados Unidos da América) para determinar o teor de ferro de cada
amostra. As medi¢cbes da amostra foram realizadas em sextuplicata e a quantificacao
foi baseada em uma curva de calibracdo usando ferro padrao certificado (NexION #
N8145054).

C) Quantificacdo do sinal de ressonancia magnética das CMN-
MO marcadas com NPMM: Para a quantificacdo das NPMM por IRM as CMN-MO de
amimais jovens e idosos foram marcadas com NPMM na concentracdo de 50ug/mL e
apos o periodo de incubacédo (4 horas) as células misturadas com agarose a 1%
(Sigma Aldrich, St Louis, MO, Estados Unidos da Ameérica) e transferidas para uma
placa de pocos. As imagens foram adquiridas em um equipamento de tomografia
hibrida PET-MRI 3T (Siemens, Alemanha) usando a sequéncia de imagens
ponderadas em T2 (multicontraste turbo-spin eco, SE_MS), com 9 tempos de eco.
Seguidamente, as imagens foram analisadas pelo software SyngoVia (Siemens,
Alemanha) usando uma ROI para cada po¢co da IRM para extrair os sinais de
intensidade nos diferentes tempos de eco. A partir do ajuste das curvas de decaimento

TE.
exponencial I = Ioe_(ﬁ) (onde | é a intensidade do sinal, lp é a intensidade inicial do
sinal de ressonancia magnética e TE tempo ao eco), foram obtidos os valores do tempo
de relaxamento T2. Para o calculo da quantificacdo das NPMM ([NPMM])

internalizadas nas células foi utilizado a seguinte relagéao:

! iy« [NPMM] (4)

CMN-MOS marcada Controle
TZ TZ
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Onde o valor da relaxatividade transversal r2 é de (19,9+0,9)x10*
ms™ pg Fe' mL.
A partir da carga de NPMM [NPMM] que foi internalizado nas células

foi calculado o numero de NPMM por célula mediante a seguinte relacao:

6X[NPMM]x(massa atdmica Fe)

TXPNPMMXMEeXONPMM (5)

Numero de NPMM =

Onde [NPMM] é a carga de ferro internalizada nas células (grama);
pnpumdensidade do oxido de ferro; My, peso molecular do Fe; e @y_spion didmetro das
NPMM.

2.2.3 Estudo in vivo

2.2.3.1 Estabelecimento da dose de radiacdo para condicionamento pré-

transplante por irradiacdo de corpo inteiro

O condicionamento por ICI dos animais foi realizado no irradiador de
raios-x Rad Source RS2000 do Centro de Medicina Nuclear do Hospital das Clinicas de
Sao Paulo. Os camundongos foram expostos a fonte de raio X em 4 diferentes doses
(5, 7, 9 e 11Gy) (n=3), na taxa de dose de 1Gy/min, estas doses foram aplicadas para
realizacdo de uma curva de sobrevida com finalidade de se estabelecer a dose padréo

de radiacdo para o condicionamento dos animais para o TMO.

2.2.3.2 Transplante de medula 60ssea

O TMO foi realizado em camundongos C57BL/6 de 6-8 semanas de
idade. Os camundongos foram irradiados com uma dose de 9Gy, em uma Unica fracao,
24 horas antes do TMO. No momento do TMO, os camundongos foram anestesiados
seguindo o protocolo de anestesia previamente descrito, foi realizada a infuséo de
1x10° CMN-MO marcadas ressuspensas em 150uL de PBS no plexo retro orbital,

utilizando uma agulha de 27 G, com uma velocidade de infusdo de 50uL/min controlada
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por meio de uma bomba de infusdo de microgotas (Pump 11 Elite Nanomite,
Massachusetts, Estados Unidos da América).

2.2.3.3 Avaliacdo da migracao das células mononucleares da medula 6ssea

A Avaliacdo da migracdo das CMN-MO foi avaliada pelas técnicas
de BLM, NIRF e histologia.

A) Avaliagao da migragédo por imagem de BLM: A obtencédo das
imagens de BLM das CMN-MO permite avaliar a migracdo das células apés o TMO,
além de possibilitar a verificacdo do enxerto. Com este proposito foram adquiridas
imagens de BLM por 4 meses (120 dias), de animais receptores de células jovens
(n=4) e idosos (n=4). No primeiro més as imagens de BLM foram realizadas
semanalmente, nos meses seguintes apds o transplante as imagens foram adquiridas a
cada 15 dias aproximadamente, sendo que 10 minutos antes da aquisicdo de cada
imagem de BLM foi administrada luciferina pela via intraperitoneal. As imagens foram
adquiridas no equipamento IVIS nas posi¢cdes dorsal, ventral, lateral esquerda e direita,
utilizando um tempo de exposi¢cdo automatico, F/stop 4, binning8 e campo de visédo
(FOV - field of view) 12,9cm. Para a aquisicdo das imagens o0s animais foram
tricotomizados antes da aquisicdo para reduzir a disperséo dos fétons.

B) Avaliagcdo da migracao por imagem de NIRF: A avaliagdo do
homing das CMN-MO por NIRF foi realizada apos 4 horas do transplante de células
marcadas com NPMM, utilizando as mesmas posi¢des citadas anteriormente e com 0s
seguintes parametros: tempo de exposi¢cdo 3 segundos, F/stop 4, binning8, FOV de
12,9cm, filtro de excitagdo 710nm e filtro de emisséo 780nm.

C) Avaliagdo da migragdo por analise histologica: Apos 24 horas
da realizagdo do TMO, os animais foram eutanasiados e os tecidos (cérebro, pulméo,
coracao, figado, rim, baco e MO) foram coletados e fixados em paraformaldeido 4% por
24 horas, o tecido 0sseo foi descalcificado antes de ser emblocado em parafina,
utilizando solugdo aquosa de &cido etilendinetrilo tetra-acético-sal dissoédico dihidratado
(EDTA). Apés a fixacdo, os tecidos foram desidratados permanecendo por 1 hora em
solugdes alcodlicas crescentes, em seguida em solugdes de xilol e por fim parafina,
como pode ser observado na tabela 3, até o tecido ser incluido em blocos de parafina.

Apos o0 processo de inclusdo, os tecidos foram cortados na espessura de 5um em
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micrétomo (Leica) e corados por azul da Prussia e Nuclear fast red. As laminas foram

visualizadas no microscopio de FL Nikon TiE.

Tabela 3. Processo de fixacéo e inclusdo dos tecidos

x Tempo Temperatura

Solucéo (horas) °C)
Paraformaldeido 4% 48 21
Etanol 70% 1 21
Etanol 90% 1 21
Etanol 100% 1 21
Etanol 100% 1 21
Etanol 100% 1 21
Etanol 100% 1 21
Xilol 1 21
Xilol 1 21
Xilol 1 21
Parafina 1 55
Parafina 1 55

2.2.3.4 Avaliacdo da reconstituicdo hematolégica por hemograma

A avaliacdo do perfil hematoldgico apés (15, 30, 60, 90 e 120 dias) a
realizacdo do transplante foi avaliada por hemograma, utilizando amostra de sangue
total periférico coletada com a adi¢éo de anticoagulante EDTA. A avaliagdo quantitativa

foi realizada utilizando o analisador automatico Hematoclin 2.8 Vet (Bioclin).

2.2.3.5 Quantificacéo das células Sca-1+ na medula doadora

Apos 4 meses do TMO de animais jovens e idosos, 0s animais
receptores foram eutanasiados e as CMN-MO coletadas como descrito anteriormente.
A quantificacdo das células LKS presente na MO dos receptores foi realizada por
citometria de fluxo utilizando o kit para isolamento de células LKS citado anteriormente.

Os dados obtidos foram analisados pelos softwares FACSDIVA e FlowJo.
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2.3 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares
JASP (0.9.0.1) e Origin 9.1 (OriginLab). Os valores das analises in vitro foram
submetidos a avaliacdo de normalidade pelo teste de igualdade das variancias (Teste
de Levene) para determinar qual teste estatistico utilizar. Foram utilizados os testes de
ANOVA e teste t de Student para as analises paramétricas. Dentro do teste de ANOVA
foram realizadas andlises post hoc para verificar diferencas significativas das variaveis
entre cada um dos grupos analisados. Os resultados foram considerados

estatisticamente significativos quando apresentaram um valor-p <0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Revisao sistematica

3.1.1 Principais resultados da reviséo sistemética

A revisdo sistematica dos artigos originais publicados entre janeiro
de 2000 e janeiro de 2020 sobre rastreamento nédo invasivo de CTH em um modelo de
TMO, indexadas no PubMed, Scopus e Cochrane Library, resultou na inclusdo de,

(56-58,83,104,109.110.113-126) 5065 a aplicagéo dos critérios de inclusdo e

apenas 21 artigos
exclusdo, como também a analise de elegibilidade, como pode ser observado na figura

16.

‘ NUMERO TOTAL DE ARTIGOS IDENTIFICADOS N=2191 I

! +
Cochrane PubMed __SCOoPUS
Artigos identificados Artigos identificados Artigos identificados
nas buscas nas buscas nas buscas
N=50 N=447 N=1694
Artigos excluidos (n=439): i Artigos incluidos (n=1681):

Apés triagem (n=114) | Apés triagem (n=771)

- B2revisbes i - 4186 revisoes

- 24 publicados antes do ano 2000 i - 106 publicados antes do ano 2000

- 8outras linguas *1 |- 50outras linguas

| - 199 Duplicados (Pubmed)
Apés avaliagao de elegibilidade (n=325) i

- 91 nao utilizaram CTH Apos avaliagdo de elegibilidade (n=910)
- 99 nao utilizaram modelos animais { - 287 nao utilizaram CTH
- 135 ndo utilizaram imagem ndo invasiva i - 623 nao utilizaram imagem ndo invasiva

Artigos excluidos apos triagem: |
(n=50)

- 42 revisdes
- 5 protocolos
- 3 artigos clinicos

Artigos selecionados para Artigos selecionados para Artigos selecionados para
leitura completa n=0 leitura completa n=8 leitura completa n=13

. [l PET/SPECT
| I R |
.
Artigos originais nao duplicados
| - BLM incluidos na revisao

w

n=21

Numero de artigos
Y
L

ol
S S e
Ano de publicagdo

Fonte: Traduzido de Oliveira FA, Nucci MP, Filgueiras IS, Ferreira JM,
Nucci LP, Mamani JB, et al. Noninvasive tracking of hematopoietic
stem cells in a bone marrow transplant model. Cells. 2020;9(4):939.
Figure 1. Flowchart corresponding to the stages of PRISMA guidelines
of the article screening process for inclusion in this review. p. 5.100)
Figura 16. Fluxograma baseado nas diretrizes do PRISMA para o
processo de selecéo de artigos para inclusdo na revisao sistematica
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Nesta revisdo sistematica dos 21 estudos selecionados foram
avaliados principalmente 4 aspectos relacionados a esta tematica, Primeiro, quanto a
extracdo e isolamento das células CTH, no qual foi verificado que a maioria dos
doadores de CTH foram os camundongos (43%), seguido por células de seres
humanos (33%), 0 nosso estudo experimental também adotou como doadores de CTH
0s camundongos. Segundo aspecto, a estratégia da marcagdo das CTH com agentes
de rastreamento para avaliacdo da migracdo por técnicas de imagem nao invasiva, no
qual foi realizada principalmente por marcacéao direta (62%), sendo 46% da marcacao
por radiois6topos para a aquisicdo de imagens de PET/SPECT, em 31% as CTH foram
marcadas com fluoréforos usados na geracdo de imagens FL e em 23% as células
foram marcadas com nanoparticulas magnéticas, utilizadas como agente de contraste
para realizacdo de IRM. Outros 38% dos estudos utilizaram marcacéao indireta, no qual
88% dos estudos adotados a modificacdo das células para expresséo de luciferase que
possibilita a realizacdo de imagens de BLM. No nosso estudo adotamos o uso de
NPMM que permitissem a andlise das CTH por diferentes técnicas, bem como a
utilizacdo da marcacdao indireta através da transducéo das células com luciferase, essa
combinacdo de técnicas permite corroborar a localizacdo das células, ja que o uso de
somente uma técnica de imagem estaria restrito as limita¢des intrinsecas da técnica.
Terceiro, o TMO foi realizado principalmente em camundongos (57%) com
condicionamento por ICl em 48% dos estudos, a analise do enxerto in vitro foi realizada
em 18 estudos (86%), sendo a técnica de citometria de fluxo a mais utilizada. Nosso
estudo experimental, também utilizou o condicionamento por ICI nos camundongos
pré-TMO, e andlise da enxertia por citometria de fluxo. Quarto aspecto, o rastreamento
nao invasivo das CTH foi realizado por imagem de BLM, PET/SPECT, FL e IRM. A
BLM né&o possibilitou avaliacdo da migracdo imediata das CTH, em contrapartida
permitiu avaliar a longo prazo o enxerto. As imagens de PET/SPECT foram adquiridas
apos o TMO em até 7 dias. Ja a imagem FL na maioria dos casos foi utilizada para
avaliacdo aguda do TMO, somente um estudo realizou a avaliagdo crénica. A IRM
também avaliou a migracdo apés o TMO e um estudo acompanhou as células até 14
dias. Esperamos que ao adotar agentes de contraste multimodais tenhamos a
possibilidade do rastreio das CTH e avaliagdo da sua enxertia a curto, medio e longo
prazo. Os resultados da revisdo em texto completo foram publicados na revista
Cells.®"
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3.2 Estudo experimental

3.2.1 Avaliacéo fisico-quimicas das nanoparticulas multimodais

3.2.1.1 Avaliacdo do tamanho hidrodindmico e potencial zeta das nanoparticulas

multimodais

A caracterizacao da distribuicdo do tamanho das NPMM por meio de
espalhamento de luz dindmico mostrou que ap6s o ajuste com uma distribuicdo log-
normal, o diametro hidrodindmico foi de (38,2+0,5nm) como mostrado na figura 17.
Estes dados foram obtidos com as NPMM suspensas em agua.

12 <Dypw™ = 38,2 nm
Gypum = 0,5 NM

10

Intensidade (U.A.)

Ajuste LogNormal
@ Dado experimental

L L2

T T T T T T T T T T T T T

T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
Diametro hidrodinamico (nm)
NPMM: nanoparticulas multimodais.

Figura 17. Curva de polidispersdo do didmetro hidrodindmico das
nanoparticulas multimodais suspensas na agua

Para a avaliagdo da polidispersdo as NPMM foram analisadas nas
seguintes condicfes de suspensao:. SFEM; agua + NPMM; SFEM + NPMM; PBS +
NPMM; SFEM + SFB + NPMM; esta avaliacdo € mostrada na figura 18. Foi observado
gue a amostra SFEM apresentou um pico em 9,8nm (curva com tracejado em verde). A
avaliacao de polidispersdo da amostra agua + NPMM (curva em preto) apresentou um
pico de 37,3nm, mas quando as NPMM foram suspensas no SFEM (SFEM + NPMM)
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foi possivel observar dois picos em 9,5nm e 43,6nm (curva em vermelho), que de
acordo com os resultados anteriores podemos identificar o pico do SFEM (9,5nm) e das
NPMM (43,6nm), sendo que para este ultimo pico foi possivel verificar que ocorreu um
aumento do crescimento das NPMM de 37,3nm para 43,6nm, entretanto, este novo
didmetro médio ndo afetaria o processo de internalizacdo pela pouca variabilidade. Na
condicdo PBS + NPMM (curva em tracejado rosa) foi observado um pico em 32,4nm
correspondente ao diametro das NPMM sem haver influéncia do PBS no aumento da
mesma. Outra das possiblidades de marcacdo das células com NPMM é na presenca
de SFB junto com SFEM e assim foram observados dois picos em 8,3nm e 42,7nm
(curva com tracejado azul), resultado semelhante ao grupo SFEM + NPMM,
confirmando assim que o SFB né&o influéncia na polidispersdao das NPMM. No inset da
figura 18 sdo mostrados trés espectros de polidispersdo que permitem o entendimento
do soluto no processo de marcacao celular mostrando que as NPMM nao sao afetadas
pela presenca de SFEM e SFB.

154
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NPMM: nanoparticulas multimodais; SFEM: StemSpan Serum-Free Expansion
Medium; SFB: soro fetal bovino; PBS: tampéo fosfato-salino (phosphate buffered
saline).
Figura 18. Curva de polidispersdo do diametro hidrodinamico das nanoparticulas
multimodais em varias condi¢ces
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A figura 19 mostra a analise da carga superficial (potencial zeta) das
NPMM medida em 4gua com pH de 7,4, o mesmo utilizado na marcacdo das células
com NPMM, sendo encontrado um potencial zeta de aproximadamente 34,9mV. Esse
potencial positivo proporciona uma maior interacao eletrostatica entre as células e as
NPMM, favorecendo sua internalizacdo, dado que as células apresentam um potencial

zeta negativo e assim ser favoravel para uma interacéo eletrostatica.
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Figura 19. Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas multimodais

com nucleo de 6xido de ferro cobertas com dextrana indicando o pico em
34,9mV

3.2.1.2 Avaliagdo da estabilidade do tamanho hidrodindmico das nanoparticulas

multimodais temporalmente

A estabilidade do diametro hidrodindmico das NPMM foi avaliado
temporalmente por 420 minutos em diferentes condi¢cbes (Agua + NPMM; SFEM +
NPMM; SFEM + SFB + NPMM,; respectivamente mostrado no item A, C e D da figura
20) podendo ser observado que as NPMM conseguem manter o diametro
hidrodindmico médio ao logo do tempo avaliado sem alteracbes importantes, como

mostrado nos graficos B, D e F da figura 20.
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A-B: Analise da estabilidade das nanoparticulas multimodais em StemSpan Serum-Free Expansion
Medium por 420 minutos. C-D: Analise da estabilidade das nanoparticulas multimodais em StemSpan
Serum-Free Expansion Medium + soro fetal bovino por 420 minutos. E-F: Analise da estabilidade das
nanoparticulas multimodais em agua por 420 minutos.
Figura 20. Andlise da estabilidade das nanoparticulas multimodais ao longo do tempo em agua, meio de
cultura e meio de cultura suplementado com soro fetal bovino
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3.2.1.3 Propriedades Oticas

A caracterizacdo o6tica das NPMM representada nas figuras 21 e 22
destaca seu espectro de excitacdo/emissdo através de curvas em diferentes cores
(vermelho, azul, amarelo e marrom). O espectro da figura 21 mostra o pico de FL no
visivel (562,2/588,3nm) e no infravermelho proximo (757,8/779,4nm). Na figura 22A
podemos confirmar o espectro evidenciando a dupla FL da nanoparticula, assim como
projecdes do espectro excitacdo em 2D nas figuras 22B-C, ja a figura 22D permite uma
visualizacdo do espectro 3D de excitacdo/emissdo da NPMM com dupla FL

confirmando os valores encontrados na figura 21.
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Figura 21. Espectro de excitagdo/emissdo da nanoparticula multimodal
evidenciando a dupla fluorescéncia da nanoparticula
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A: Espectro evidenciando a dupla fluorescéncia da nanoparticula. B:
Projecdes do espectro excitacdo em 2D. C: Proje¢cbes do espectro
emissdo em 2D. D: Visualizacdo 3D do excitagdo/emissdo da
nanoparticula multimodal com dupla fluorescéncia.
Figura 22. Espectro 2D e 3D de excitagdo/emissdo da nanoparticula
multimodal

3.3 Estudo in vitro

3.3.1 Caracterizacao de células lin- scal+ c-kit+ a partir de células mononucleares

da medula 6ssea

A caracterizacdo de células LSK de animais jovens e idosos foi
realizada com e sem a administracao prévia de 5-fluorouracil, para avaliar a acdo deste
antimetabolico antineoplasico sobre a producdo de células LKS. A analise por
citometria de fluxo (Figura 23) evidenciou que quando né&o é realizada a administracao
de 5-fluorouracil a quantidade de CMN-MO isoladas € menor quando comparada as
células isoladas de camundongos que receberam 5-fluorouracil 4 dias antes da coleta.
Também foi possivel observar um aumento na populagdo de células linhagem-
indicando uma grande presenca de progenitores hematopoiéticos, sendo que as
células de camundongos jovens tratados com 5-fluorouracil apresentaram um numero
maior de células linhagem+ talvez pela capacidade superior de retorno a homeostase

quando comparadas a células de animais idosos ha mesma condi¢ao.
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Figura 23. Analise comparativa da populacdo de células
linhagem- Sca-1+ c-Kit+ de camundongos jovens e idosos
com e sem a administracdo prévia de 5-fluorouracil 4 dias
antes da coleta das células

Quando observamos a populacdo de interesse, as células de
animais jovens mostraram uma maior frequéncia que as células de animais idosos, as
LKS jovens representaram 5,13% dos 18,9% de células linhagem- em animais néo
tratados, j& com a administracao prévia de 5-fluorouracil elas representaram 4,27% dos
59,5% de células linhagem-, enquanto, as LKS de animais idosos representaram 0,13%
dos 13,4% de células linhagem- de animais ndo tratados, ja as células de animais
idosos tratados com 5-fluorouracil representaram 0,93% dos 91,65 de células

linhagem-. Indicando um aumento na populacdo de células-tronco e progenitores
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hematopoiéticos na populagdo de CMN-MO tanto em animais jovens como em idosos
quando é realizada a administracéo prévia de 5-fluorouracil.

3.3.2 Avaliacdo da transducdo das células mononucleares da medula 6ssea de
camundongos jovens e idosos com vetor lentiviral por imagem de

bioluminescéncia in vitro

A avaliacéo da expresséo do sinal de BLM nas CMN-MO isoladas de
camundongos jovens e idosos foi realizada durante 297 minutos utilizando diferentes
nimeros de células (1x10% 2x10% 5x10% 1x10° e 2x10°). Na figura 24, pode ser
visualizado que o pico de méxima intensidade do sinal de BLM (9,3x10° f6tons/s)
ocorreu em 2x10° células de camundongos jovens, aos 21 minutos, seguido de

reducado na intensidade do sinal ao longo do tempo.
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Figura 24. Analise de cinética da intensidade do sinal de bioluminescéncia de células

mononucleares da medula 6ssea de camundongos jovens em fungdo da concentragdo
celular durante 297 minutos
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Comportamento semelhante foi verificado na figura 25, onde pico
méximo de intensidade do sinal de BLM foi de 8,6x10° fétons/s na amostra de 2x10°
células de camundongos idosos sendo obtido em cerca de 21 minutos, com uma
reducdo do sinal ao longo do tempo. Esse padrdo de decaimento do sinal pode ser
visualizado nos outros nimeros de CMN-MO avaliados: 1x10°, 5x10%, 2x10* e 1x10*
apds seus correspondentes picos de intensidade méxima para jovens: 5x10°, 3,3x10°,
1,3x10°, 7x10® fétons/s e para idosos: 5x10° 3x10° 1,4x10° e 5x10® fétons/s

respectivamente.

10 -
- . g - 2x10° CMN-MO
L . 5
2ol g
@ v s A
- 5 ~ig : X
S 642 Ty
=
= ]
m
8 4
[}
© J
]
o
e 2-
e
£ 1
0+

T 1 : T T T : T T
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min)
BLM: bioluminescéncia; CMN-MO: células mononucleares da medula 06ssea; Min:
minutos.
Figura 25. Andlise de cinética da intensidade do sinal de bioluminescéncia de células

mononucleares da medula 6ssea de camundongos idosos em fungdo da concentragdo
celular durante 297 minutos

Foi realizada a comparacdo das intensidades de BLM entre as
diferentes concentracfes de células dos camundongos jovens e idosos atraves de uma
curva de intensidade utilizando os maiores picos de sinal de cada concentracdo de
células utilizado, tanto para camundongos jovens como para idosos, onde se observou

um comportamento exponencial nas CMN-MO de camundongos jovens e idosos apo6s
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ajuste como pode ser observado na figura 26, onde néo foi possivel observa diferenca
na intensidade de BLM entre os grupos das células dos camundongos jovens e idosos.
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BLM: bioluminescéncia; CMN-MO: células mononucleares da medula 6ssea.
Figura 26. Curva de correlagdo da cinética de bioluminescéncia entre camundongos jovens e idosos

apos ajuste

3.3.3 Avaliacdo da marcacdo das células mononucleares da medula 6ssea de

camundongos jovens e idosos com nanoparticulas multimodais

Apés o processo de marcacdo das CMN-MO isoladas de
camundongos jovens e idosos com NPMM, foi verificada a internalizacdo das NPMM
por microscopia de campo claro e FL no espectro visivel. A figura 27A mostra a
marcacdo de CMN-MO isoladas de camundongos jovens e marcadas com NPMM por
microscopia de campo claro e FL. Ja a figura 27B mostra a marcacdo de CMN-MO
isoladas de camundongos idosos e marcadas com NPMM por microscopia de campo



claro e FL. Ambas as imagens foram realizadas em trés diferentes aumentos (10x, 40x
e 100x), sendo que em cada FOV foram realizadas imagens correspondentes em
campo claro e FL no mesmo aumento. A microscopia de campo claro permitiu
visualizar as CMN-MO destacando o ferro intracelular das NPMM internalizadas no
citoplasma das células, por meio da coloracdo de azul da Prussia. A microscopia de FL
permitiu visualizar a presenca do fluoréforo de rodamina-B acoplado a NPMM através
da imagem em vermelho e pela marcacdo dos nucleos das CMN-MO por DAPI que é
visualizado em azul. A analise por microscopia em campo claro e FL permitiu visualizar
a capacidade de internalizacdo das NPMM tanto em CMN-MO de camundongos jovens

guanto em camundongos idosos.

A CTH-C57BL/6 jovem marcado com NPMM B CTH-C57BL/6 idoso marcado com NPMM
Azul da prussia Rodamina-B/DAPI Azul da prussia Rodamina-B/DAPI

el
A: Imagem de campo claro e fluorescéncia de células mononucleares da medula 6ssea isoladas de
camundongos jovens e marcadas com nanoparticulas multimodais na concentracdo de 50ug/mL, as
imagens no mesmo aumento sdo de campos de visdo correspondentes, sendo realizada esta
correspondéncia para os trés aumentos utilizados (10x, 40x e 100x). B: Imagem de campo claro e
fluorescéncia de células mononucleares da medula 6ssea isoladas de camundongos idosos e marcadas
com nanoparticulas multimodais na concentracdo de 50ug Fe/mL, as imagens no mesmo aumento Sao
de campos de visdo correspondentes.
Figura 27. Microscopia de campo claro e fluorescéncia de células mononucleares da medula 6ssea
marcadas com nanoparticulas multimodais
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3.3.4 Avaliacdo da marcacdo das células mononucleares da medula 6ssea por
imagem de fluorescéncia no infravermelho préximo e viabilidade ap6s marcagao

por imagem de bioluminescéncia

Apoés a marcacdo das CMN-MO de camundongos jovens e idosos
com NPMM nas concentracdes de 10, 30 e 50ug/mL, foram adquiridas imagens de
NIRF, como pode ser observado na figura 28A. O sinal de NIRF aumentou de acordo
com o aumento da concentracdo de NPMM, tanto em camundongos jovens quanto em
idosos. Para a avaliacao da viabilidade das CMN-MO ap6s marcacao foram realizadas
imagens de BLM, no qual observamos que as células mantiveram a viabilidade apds a
marcagdo quando comparadas a intensidade de sinal de células ndo marcadas

(controle), como pode ser visualizada na figura 28B.

A Sinal de fluorescéncia (NIRF) Viabilidade (BLM)

fétons/s

Controle

,) fotons/s
J
_ |

[10]

Concentragao de NPMM (ug/mL)
[30]

[50]

- ©
®0O O
@O Oc¢
©@ O0¢

A: Intensidade de fluorescéncia no infravermelho préximo de células mononucleares
da medula éssea de animais jovens e idosos, marcadas com nanoparticulas
multimodais em trés diferentes concentracdes. B: Viabilidade por imagem de
bioluminescéncia de células mononucleares da medula 6ssea de animais jovens e
idosos, marcadas com nanoparticulas multimodais em trés diferentes concentragées
apo6s a administragdo de luciferina.

Figura 28. Avaliacdo da intensidade de sinal de fluorescéncia no infravermelho
proximo e viabilidade por bioluminescéncia de células mononucleares da medula
Ossea de animais jovens de idosos marcadas com nanoparticulas multimodais em
trés concentracdes diferentes
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Analisando a quantificacdo da intensidade do sinal de NIRF das
CMN-MO de animais jovens e idosos, marcadas com NPMM nas concentrac¢des de 10,
30 e 50ug/mL disposto na figura 29 e na tabela 4, podemos verificar pelo teste de
ANOVA que ha diferenca entre os grupos (p<0,001; Tabela 5). Entretanto, podemos
observar pelo teste de post hoc (Tabela 6) que a diferenca significativa ndo ocorre na
comparacao entre as médias da intensidade do sinal de NIRF dos grupos jovens com
os idosos dentro de cada concentracdo (em 10: p=0,096; em 30 e 50: p=1), somente
ocorreu diferenca significativa na comparacdo entre as concentracdes de 10, 30 e
50pug/mL de NPMM (p<0,001). Portanto, 0 aumento da concentracdo de NPMM difere
significativamente na intensidade do sinal de NIRF para ambos os grupos. Os dados
acima foram avaliados previamente pelo teste de igualdade de variancia de Levene's

(p=0,711) para realizacdo dos testes paramétricos.

w

— Mediana
o Média
o Dados experimentais
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== Idosos @
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|

-~
|

D
1

.
T T T
10 30 50
Concentracdao de NPMM ( pg/mL)
Figura 29. Intensidade de fluorescéncia no infravermelho proximo

de células mononucleares da medula 6ssea de animais jovens de
idosos marcadas com nanoparticulas multimodais

Intensidade de fluorescéncia (fétons/s)x10 &
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Tabela 4. Valores das intensidades de fluorescéncia no infravermelho préximo das amostras de células
mononucleares da medula O0ssea de animais jovens de idosos marcadas com nanoparticulas
multimodais

= a8
Animal (ignl\?sth@(r‘\ﬁf) 'X‘lgtdc;?s}(s)) Desvio padrao*10° n
Jovem 10 5,26 0,20 5
Idoso 10 4,80 0,16 5
Jovem 30 6,56 0,26 5
Idoso 30 6,47 0,19 5
Jovem 50 7,77 0,31 5
Idoso 50 7,78 0,28 5

NPMM: nanoparticulas multimodais; CMN-MO: células mononucleares da medula 06ssea; NIRF:
fluorescéncia no infravermelho préximo.
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Tabela 5. ANOVA da intensidade de fluorescéncia no infravermelho préximo das células mononucleares
da medula éssea de animais jovens de idosos marcadas com nanoparticulas multimodais

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado

Variacao quadrados liberdade médio F valor-p
Aplicacées 3,82x10" 5 7,64X10"° 132,20 <0,001
Residual 1,39x10"® 24 5,78x10™

NPMM: nanoparticulas multimodais; CMN-MO: células mononucleares da medula Ossea; NIRF:
fluorescéncia no infravermelho proximo.

Tabela 6. Teste de post hoc da intensidade de fluorescéncia no infravermelho préximo das células
mononucleares da medula 4ssea de animais jovens de idosos marcadas com nanoparticulas
multimodais

95% IC da diferenca

Grupos Diferenca da média Valor-p
da média - -
Inferior Superior

c10_jovens c10_idosos 4,54x10’ 1,52x10’ 2,97 0,096
c30_jovens -1,30x10° 1,52x10" -8,55 <0,001
¢30_idosos -1,21x10° 1,52x10" -7,98 <0,001
c50_jovens -2,51x10° 1,52x10’ -16,52 <0,001
¢50_idosos -2,51x10° 1,52x10’ -16,56 <0,001
c10_idosos c30_jovens -1,75x10° 1,52x10’ 11,54 <0,001
¢30_idosos -1,66x10° 1,52x10’ -10,94 <0,001
c50_jovens -2,97x10° 1,52x10’ -19,51 <0,001
¢50_idosos -2,97x10° 1,52x10’ -19,55 <0,001

c30_jovens ¢30_idosos 9,00x10° 1,52x10’ 0,59 1
c50_jovens -1,21x10° 1,52x10’ -7,97 <0,001
¢50_idosos -1,21x10° 1,52x10’ -8,01 <0,001
c30_idosos c50_jovens -1,30x10° 1,52x10’ -8,56 <0,001
¢50_idosos -1,31x10° 1,52x10’ -8,60 <0,001

¢50_jovens ¢50_idosos -6,00 x10° 1,52x10’ -0,04 1

NPMM: nanoparticulas multimodais; CMN-MO: células mononucleares da medula 6ssea; NIRF:
fluorescéncia no infravermelho préximo.

Analisando a quantificacdo da intensidade do sinal de BLM quanto a
viabilidade celular das células marcadas com NPMM nas concentracdes controle, 10,
30 e 50ug/mL entre os grupos (animais jovens e idosos), conforme mostrado na figura
30 e na tabela 7, podemos verificar pelo teste de ANOVA que ha diferenca significativa
(p<0,001) entre os grupos (Tabela 8). Entretanto, pela analise de post hoc (Tabela 9),
podemos verificar que ndo ha diferenca entre os grupos (jovens e idosos) em nenhuma
das concentra¢cdes analisadas (p=1), a diferenca significativa ocorre nas comparacdes
entre as concentracdes de 30 e 50ug/mL de NPMM com relagéo ao controle (30 e 50:
p<0,001), tanto para células de animais jovens gquanto para animais idosos, também foi
observada diferenca significativa na comparacdo da concentracdo de 10 com relacdo a

de 50pug/mL de NPMM (p<0,001) em animais jovens e idosos, ndo havendo diferenca
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significativa entre as concentracdes de 30 e 50ug/mL (jovens: p=0,114 e idosos: p=1).
Também pode ser observado que a reducdo da viabilidade é inferior a 5% na
comparacao da maior concentracdo de NPMM (50ug/mL) utilizadas para marcacao
com relacdo ao controle, 0 que representa uma baixa reducdo da viabilidade mesmo
utilizando a maior concentracdo da NPMM (Figura 30). Os dados acima foram
avaliados previamente pelo teste de igualdade de variancia de Levene's (p=0,285) para

realizacdo dos testes.
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NPMM: nanoparticulas multimodais.
Figura 30. Representacdo grafica da intensidade bioluminescéncia de
células mononucleares da medula 6ssea de animais jovens de idosos
marcadas com nanoparticulas multimodais em diferentes concentracdes

Tabela 7. Valores das intensidades de bioluminescéncia das amostras de células mononucleares da
medula 6ssea de animais jovens e idosos marcadas com nanoparticulas multimodais

~ 1~ *ANS
Animal (ignﬁgthlea/?f) lz;lgtdolﬁsjg) Desvio padréo*108 n
Jovem 0 1,378 0,009 5
Idoso 0 1,369 0,001 5
Jovem 10 1,360 0,001 5
Idoso 10 1,355 0,007 5
Jovem 30 1,343 0,001 5
Idoso 30 1,336 0,009 5
Jovem 50 1,325 0,003 5
Idoso 50 1,326 0,003 5

NPMM: nanoparticulas multimodais; CMN-MO: células mononucleares da medula 6ssea; BLM:
bioluminescéncia.
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Tabela 8. ANOVA da intensidade de bioluminescéncia das células mononucleares da medula éssea
marcadas com nanoparticulas multimodais

Fonte de Somados Graus de Quadrado

Variacao guadrados liberdade médio F valor-p
Aplicacées 1,32x10™ 7 1,88X10" 24,10 <0,001
Residual 2,50x10" 32 7,81x10"

NPMM: nanoparticulas multimodais; CMN-MO: células mononucleares da medula 6ssea; BLM:
bioluminescéncia.

Tabela 9. Teste de post hoc da intensidade de bioluminescéncia das células mononucleares da medula
Ossea marcadas com nanoparticulas multimodais

Diferenca 95% IC da diferenca da média

Grupos da média Inferior Superior Valor-p
ctrl_jovens ctrl_idosos 8,66x10° 5,59x10° 1,55 1
c10_jovens 1,77x10° 5,59x10° 3,17 0,094
c10_ idosos 2,28x10° 5,59x10° 4,09 0,008
c30_jovens 3,48x10° 5,59x10° 6,22 <0,001
c30_ idosos 4,13x10° 5,59x10° 7,39 <0,001
c50_jovens 5,21x10° 5,59x10° 9,32 <0,001
c50_ idosos 5,13x10° 5,59x10° 9,18 <0,001
ctrl_idosos c10_jovens 9,06x10° 5,59x10° 1,62 1
c10_ idosos 1,42x10° 5,59x10° 2,54 0,454
c30_jovens 2,61x10° 5,59x10° 4,68 0,001
¢30_ idosos 3,27x10° 5,59x10° 5,84 <0,001
c50_jovens 4,34x10° 5,59x10° 7,77 <0,001
¢50_ idosos 4,27x10° 5,59x10° 7,63 <0,001
c10_jovens c10_ idosos 5,12x10° 5,59x10° 0,92 1
c30_jovens 1,70x10° 5,59x10° 3,05 0,127
c30_ idosos 2,36x10° 5,59x10° 4,30 0,005
c50_jovens 3,44x10° 5,59x10° 6,15 <0,001
¢50_ idosos 3,36x10° 5,59x10° 6,01 <0,001
c10_ idosos c30_jovens 1,19x10° 5,59x10° 2,14 1
c30_ idosos 1,85x10° 5,59x10° 3,30 0,066
c50_jovens 2,92x10° 5,59x10° 5,23 <0,001
¢50_ idosos 2,85x10° 5,59x10° 5,09 <0,001
c30_jovens c30_ idosos 6,52x10° 5,59x10° 1,17 1
c50_jovens 1,73x10° 5,59x10° 3,10 0,114
¢50_ idosos 1,65x10° 5,59x10° 2,96 0,162
¢30_idosos c50_jovens 1,08x10° 5,59x10° 1,93 1
¢50_idosos 1,00x10° 5,59x10° 1,80 1
c50_jovens ¢50_idosos -7,7610° 5,50x10° -0,14 1

NPMM: nanoparticulas multimodais; CMN-MO: células mononucleares da medula 6ssea; BLM:
bioluminescéncia. ctrl: controle.
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3.3.5 Avaliacdo da marcacdo das células mononucleares da medula éssea por

imagem de ressonancia magnética

Apoés a marcacdo das CMN-MO com NPMM foram encontrados os
valores de T2 a partir das intensidades do sinal de IRM entre os grupos (células de
animais jovens e idosos) e (células marcadas e ndo marcadas com NPMM), conforme

mostrado na figura 31 e tabela 10.
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A: Intensidade do sinal de imagem de ressonéncia magnética em funcédo do tempo de eco
para amostras de células mononucleares da medula 6éssea marcadas com nanoparticulas
multimodais (50ug/mL) para camundongos jovens e idosos. B: Valores de T2 de células
mononucleares da medula 6ssea marcados com seus respectivos controles. C: Imagem de
ressonancia magnética do phantom de agarose contendo células mononucleares da medula
Ossea marcadas e seus respectivos controles em funcédo do tempo de eco.

Figura 31. Avaliacdo da intensidade do sinal de ressonédncia magnética nas células
mononucleares da medula 6ssea marcadas com nanoparticulas multimodais

Pelo teste de ANOVA podemos verificar que ha diferenca entre os
grupos (p<0,001; Tabela 11). Entretanto, através da analise de post hoc (Tabela 12)
podemos verificar que a diferenca significativa ndo ocorre entre os grupos de células de
animais jovens e idosos (p=1), somente na comparacao entre as condi¢cbes celulas
marcadas NPMM na concentracdo de 50ug/mL e ndo marcadas (p<0,001), conforme
mostrado na tabela 12. Portanto, a marcacdo das células muda significativamente o
sinal de IRM para ambos os grupos. Os dados acima foram avaliados previamente pelo

teste de igualdade de variancia de Levene's (p=0,416) para realizacao dos testes.
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Tabela 10. Valores de relaxacéo spin-spin das amostras de células mononucleares da medula éssea de
animais jovens e idosos marcadas com nanoparticulas multimodais obtidas pela imagem de ressonancia
magnética

Animal Concentragao Média Desvio padréo n
(ug NPMM/mL) (U.A)

Jovem 0 140,15 2,83 4

Idoso 0 141,38 2,84 4

Jovem 50 84,73 2,12 4

Idoso 50 85,67 1,40 4

NPMM: nanoparticulas multimodais; CMN-MO: células mononucleares da medula 6ssea; IRM: imagem
de ressonancia magnética.

Tabela 11. ANOVA dos valores de relaxagdo spin-spin das amostras de imagem de ressonancia
magnética das células mononucleares da medula éssea marcadas com nanoparticulas multimodais

Fon.te cje Soma dos C_Sraus de Quaglrado E Valor-p
Variacao guadrados liberdade meédio
Aplicacdes 12354,78 3 4118,26 732,52 <0,001
Residual 67,47 12 5,62

NPMM: nanoparticulas multimodais; CMN-MO: células mononucleares da medula éssea; IRM: imagem
de ressonancia magnética.

Tabela 12. Teste de post hoc dos valores de T2 de imagem de ressonéncia magnética das amostras de
células mononucleares da medula 6ssea de animais jovens e idosos marcadas com nanoparticulas
multimodais

. IC 95% da diferenca da
Diferenca

Grupos L média Valor-
i da media Inferior Superior P
c50_jovens ctrl_jovens -55,42 1,68 -33,05 < 0,001
ctrl_idosos -56,64 1,68 -33,79 < 0,001
¢50_idosos -0,93 1,68 -0,56 1
ctrl_jovens ctrl_idosos -1,22 1,68 -0,73 1
¢50_idosos 54,49 1,68 32,50 < 0,001
ctrl_idosos ¢50_idosos 55,71 1,68 33,29 < 0,001

NPMM: nanoparticulas multimodais; CMN-MO: células mononucleares da medula 6ssea; IRM: imagem
de ressonancia magnética; ctrl: controle.

3.3.6 Quantificacdo do ferro internalizado nas células mononucleares da medula

O0ssea de camundongos jovens e idosos

3.3.6.1 Quantificacdo por imagem de fluorescéncia no infravermelho proximo

A quantificacdo de ferro pela técnica de NIRF foi feita inicialmente
com a construcdo de uma curva de calibracdo como € mostrada na figura 32 que
relaciona a intensidade do sinal do NIRF em fétons/s com a concentracao de ferro em

png/mL. Apés o ajuste linear da curva de calibracao foi obtida a relacao:
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[Fe]=(-7,23£5,56)x107+(1,91+0,65)x10°x[NPMM]

Utilizando a curva de calibracéo foi obtida a quantificacdo da carga
de ferro por célula e a quantidade de NPMM correspondente. Para a concentracdo de
marcacéo de 10pg Fe/mL foi encontrado 2,27+0,09pg Fe/CMN-MO ou (2,85+0,11)x10*
NPMM/CMN-MO de camundongos jovens e nas CMN-MO de camundongos idosos foi
encontrado 2,07+0,07pg Fe/CMN-MO ou (2,61+0,84)x10* NPMM/CMN-MO. Para a
concentracédo de marcacgao de 30ug Fe/mL foi encontrado 3,06+0,12pg Fe/CMN-MO ou
(3,85+0,16)x10* NPMM/CMN-MO de camundongos jovens e nas CMN-MO de
camundongos idosos 3,02+0,09pg Fe/CMN-MO ou (3,79+0,11)x10* NPMM/CMN-MO.
Para a concentracdo de marcacdo de 50ug Fe/mL foi encontrado 3,98+0,16pg
Fe/CMN-MO ou (5,00+0,20)x10* NPMM/CMN-MO de camundongos jovens e nas
CMN-MO de camundongos idosos 3,98+0,14pg Fe/CMN-MO ou (5,00+0,18)x10*
NPMM/CMN-MO (Figura 33 e Tabela 13).
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Figura 32. Curva de calibragdo de fluorescéncia no infravermelho
proximo a partir de concentragfes conhecidas de nanoparticulas
multimodais
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Figura 33. Quantificagdo pela técnica de fluorescéncia no infravermelho proximo da
internalizagdo de nanoparticulas multimodais/células mononucleares da medula éssea

ap6s marcacdo nas concentracdes de 10, 30 e 50ug Fe/mL comparando as células
mononucleares da medula 6ssea de camundongos jovens e idosos

Tabela 13. Valores das da quantificacdo do ferro internalizado nas CMN-MO por NIRF de animais jovens
e idosos marcadas com NPMM

Animal Concentragao pg ,Fr-_.\/CéIuIa N° de NF?M_M/CéIuIa*lO4 n
(ug Fe/mL) (Média + DP) (Média + DP)
Jovens 10 2,27 + 0,09 2,85+ 0,11 5
Idosos 10 2,07 £ 0,07 2,61 +0,84 5
Jovens 30 3,06 £0,12 3,85+0,16 5
Idosos 30 3,02 £ 0,09 3,79+0,11 5
Jovens 50 3,98 +£0,16 5,00 £ 0,20 5
Idosos 50 3,98+0,14 5,00+ 0,18 5

NPMM: nanoparticulas multimodais; CMN-MO: células mononucleares da medula 6ssea; NIRF:

fluorescéncia no infravermelho préximo.

Os dados da quantificacdo de ferro internalizada nas CMN-MO

avaliados por NIRF foram analisados quanto a diferenca na concentracdo de ferro

utilizada na marcacdo e entre o uso de células de camundongos jovens e idosos,

verificamos pelo teste de ANOVA que a quantificagéo para estes fatores tanto em pg

Felcélulas quanto por nimero de NPMM/células apresentaram diferenca significativa

(p<0,001), como mostrado na tabela 14 e na analise de post hoc (Tabela 15) foi

verificado que as comparacoes que tiveram diferenca significativa (p<0,01), ocorreram
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entre as diferentes concentracdes (10, 30 e 50ug Fe/mL), pois na comparacéo entre 0s
grupos (jovens e idosos) para a mesma concentracdo nao houve diferenca significativa
(10ug Fe/mL: p=0,120; 30ug Fe/mL: p=0,992 e 50ug Fe/mL: 1).

Tabela 14. ANOVA da quantificagdo do ferro internalizado nas CMN-MO por NIRF

Internalizacio Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = Valor-
¢ variagéo guadrados liberdade médio P
, Aplicacdes 16,419 5 3,284 242,47 <0,001
Fe/Célul
pg Fer-elda Residual 0,325 24 0,014
N° de Aplicacées 2,59x10° 5 5,19x10° 245,47  <0,001
NPMM/Célula Residual 5,07x10’ 24 2,11x10°

NPMM: nanoparticulas multimodais; CMN-MO: células mononucleares da medula 6ssea; NIRF:
fluorescéncia no infravermelho préximo.

Tabela 15. Teste de post hoc da quantificacdo do ferro internalizado nas Células mononucleares da
medula 6ssea por fluorescéncia no infravermelho préximo

Grupos gge,;?ér;?: Erro padréo t Valor-p

c10_jovens c10_idosos 0,19 0,07 2,66 0,120
c30_jovens -0,78 0,07 -10,72 <,001

¢30_idosos -0,74 0,07 -10,15 <,001

¢50_jovens -1,70 0,07 -23,18 <,001

¢50_idosos -1,71 0,07 -23,22 <,001

¢10_idosos c30_jovens -0,98 0,07 -13,38 <,001
¢30_idosos -0,94 0,07 -12,81 <,001

¢50_jovens -1,90 0,07 -25,85 <,001

¢50_idosos -1,90 0,07 -25,89 <,001

¢30_jovens ¢30_idosos 0,04 0,07 0,57 0,992
c50_jovens -0,91 0,07 -12,46 <,001

c50_idosos -0,92 0,07 -12,50 <,001

¢30_idosos ¢50_jovens -0,95 0,07 -13,03 <,001
¢50_idosos -0,96 0,07 -13,07 <,001

¢c50_jovens ¢50_idosos -0,01 0,07 -0,04 1,000

NPMM: nanoparticulas multimodais; CMN-MO: células mononucleares da medula 6ssea; NIRF:
fluorescéncia no infravermelho préximo.

3.3.6.2 Quantificacdo por imagem de ressonancia magnética

Para a quantificacdo de NPMM internalizado nas CMN-MO pela
técnica de IRM foi utilizado os valores de T2 calculados na tabela 10, o valor de r2
(19,9+0,9)x10-4ms™' ug Fe'mL para este tipo de NPMM e com o uso das equacdes 4 e
5 foram determinados os valores da carga de ferro por célula e a quantidade de NPMM

correspondente. Para a concentracdo de marcacdo com 50ug Fe/mL, Unica
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concentracéo realizada para esta técnica, foi encontrado 3,13+0,24pg Fe/CMN-MO ou
(3,93+0,30)x10* NPMM/CMN-MO de camundongos jovens e nas CMN-MO de
camungongos idosos foram encontradas 3,08+0,17pg Fe/CMN-MO ou (3,87+0,21)x10*
NPMM/CMN-MO (Figura 34 e Tabela 16).
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Figura 34. Quantificacdo pela técnica de imagem de ressonéancia
magnética da internalizacdo de nanoparticulas multimodais/células
mononucleares da medula 6ssea apds marcagdo na concentracdo de
50ug Fe/mL comparando as células mononucleares da medula éssea
de camundongos jovens e idosos

Tabela 16. Valores da quantificacdo do ferro internalizado nas células mononucleares da medula éssea
de animais jovens e idosos marcadas com nanoparticulas multimodais por imagem de ressonancia
magnética

Animal Concentracéo pg Felcélula N° de NPMM/célula*10* n
(ug NPMM/mL) (Média + DP) (Média + DP)

Jovens 50 3,13+0,24 3,93+ 0,30 4

Idosos 50 3,08 +0,17 3,87 +£0,22 4

NPMM: nanoparticulas multimodais; CMN-MO: células mononucleares da medula 6ssea; IRM: imagem
de ressonancia magnética.

A quantificagdo de ferro internalizada nas CMN-MO avaliados por
IRM foi avaliado pelo teste t de Student e ndo mostrou diferenca significativa entre os
grupos (jovens e idosos) na marcacdo com 50ug Fe/mL (p=0,764) para pg Fe/células e

(p=0,770) para numero de NPMM/células, como mostrado na tabela 17.
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Tabela 17. Teste t da quantificacdo do ferro internalizado nas células mononucleares da medula éssea
por imagem de ressonancia magnética de animais jovens e idosos marcadas com nanoparticulas
multimodais

Internalizacdo t Graus de liberdade Valor-p
pg Fe/Células 0,36 6 0,764
n® de NPMM/Células 0,30 6 0,770

NPMM: nanoparticulas multimodais; CMN-MO: células mononucleares da medula 6ssea; IRM: imagem
de ressonancia magnética.

3.3.6.3 Quantificacdo por espectrometria de massa por plasma indutivamente

acoplado

O processo de quantificacéo pela técnica de ICP-MS foi iniciado com
a construcdo da curva de calibracdo como mostrado na figura 35 que relaciona a
intensidade do sinal em contas por segundo (CPS) em funcéo da concentracdo de ferro

em ppb. Apés o ajuste linear da curva de calibragéo foi obtida a seguinte relagédo:

[Fe]=(-47,28x0,72)+(5,27+0,04)x[Intensidade do sinal]

Com o uso da curva de calibracéo foi obtida a quantificacdo da carga
de ferro por célula e a quantidade de NPMM correspondente. Para a concentracdo de
marcacdo com 10ug Fe/mL foi encontrado 1,90+0,10pg Fe/CMN-MO ou
(2,39+0,12)x10* NPMM/CMN-MO de camundongos jovens e nas CMN-MO de
camundongos idosos foi encontrado 1,67+0,06pg Fe/CMN-MO ou (2,10+0,74)x10*
NPMM/CMN-MO. Para a concentracdo de marcacdo de 30ug Fe/mL foi encontrado
3,21+0,07pg Fe/CMN-MO ou (4,03+0,93)x10* NPMM/CMN-MO de camundongos
jovens e nas CMN-MO de camundongos idosos 3,01+0,10pg Fe/CMN-MO ou
(3,78+0,13)x10* NPMM/CMN-MO. Para a concentracdo de marcacdo de 50pg Fe/mL
foi encontrado 4,23+0,09pg Fe/CMN-MO ou (5,32+0,11)x10* NPMM/CMN-MO de
camundongos jovens e nas CMN-MO de camundongos idosos 4,00 0,07pg Fe/CMN-
MO ou (5,03+0,81)x10* NPMM/CMN-MO (Tabela 18 e Figura 36).



100

® Dados experimentais
Ajuste linear

80

60 +

40 -

20 H

Concentragao de Fe (ppb)

[Fe]=(-47,28+0,72)+(5,27+0,04)*10* Intensidade|

I M T N I i T v 1

1,0 1,5 2,0 2,5 3.0
Intensidade (cps)*10°

Figura 35. Curva de calibracdo de espectrometria de massa por

plasma indutivamente acoplado a partir de concentracdes

conhecidas de nanoparticulas multimodais

4.5

— Médiana ICP-MS 7 5-5

o Meéedia
o Dados experimentais

3 Jovens

4,0 + I Idosos &; 4 5.0

35 445
o
= J
© % o 4140
=
L ] {35
(@]
o

2,5

(NUmero de NPMM/célula)*10*

2,0- —-2,5
% 42,0

10 30 50
Concentragdo de NPMM na marcacéo celular (ug/mL)
Figura 36. Quantificacdo pela técnica de espectrometria de massa por plasma
indutivamente acoplado da internalizagcéo de nanoparticulas
multimodais/células mononucleares da medula 0ssea ap6és marcacdo nas
concentracdes de 10, 30 e 50ug Fe/mL comparando as células mononucleares
da medula 6ssea de camundongos jovens e idosos

1,5

71



72

Tabela 18. Valores das da quantificacdo do ferro internalizado nas células mononucleares da medula
0ssea por espectrometria de massa por plasma indutivamente acoplado de animais jovens e idosos
marcadas com nanoparticulas multimodais

Animal Concentracéo pg/Fg/CéIuIa N° de NP’M'M/CéIuIa*lo4 n
(Lg NPMM/mL) (Média + DP) (Média + DP)
Jovens 10 1,90+ 0,10 2,39+£0,12 5
Idosos 10 1,67 + 0,06 2,10+ 0,74 5
Jovens 30 3,21 £ 0,07 4,03 £ 0,93 5
Idosos 30 3,01+0,10 3,78+0,13 5
Jovens 50 4,23 + 0,09 5,32 £ 0,11 5
Idosos 50 4,00 + 0,07 5,03 +0,81 5

NPMM: nanoparticulas multimodais; CMN-MO: células mononucleares da medula dssea; ICP-MS:
espectrometria de massa por plasma indutivamente acoplado.

Os dados da quantificacdo de ferro internalizada nas CMN-MO
avaliados por ICP-MS foram analisados quanto a diferenca na concentracao de ferro
utilizada para a marcacédo e entre o uso de células de camundongos jovens e idosos,
verificamos pelo teste de ANOVA gue a quantificacdo destes fatores tanto em pg
Fel/célula quanto por numero de NPMM/célula apresentou diferenca significativa
(p<0,001), mostrado na tabela 19 e na analise de post hoc (Tabela 20) foi verificado
que todas as comparacoes tiveram diferenca significativa (p<0,01), sendo relevante
que a quantificacdo de ferro foi diferente entre os grupos (jovens e idosos) para a
mesma concentracdo, como também para 0 mesmo grupo com diferentes

concentracdes (10, 30 e 50ug Fe/mL).

Tabela 19. ANOVA da quantificagdo do ferro internalizado nas células mononucleares da medula 6ssea
por espectrometria de massa por plasma indutivamente acoplado

Internalizacdo Fonte ge Soma dos (__‘araus de Q“af“f”‘do F Valor-p
Variacao quadrados liberdade medio
pg Fe/Células Aplicagdes 27,73 5 5,55 790,89  <0,001
Residual 0,17 24 0,01
n° de Aplicacbes 4,36x10° 5 8,75x10° 810,15  <0,001
NPMM/Células Residual 2,59x107 24 1,08x10°

NPMM: nanoparticulas multimodais; CMN-MO: células mononucleares da medula 6ssea; ICP-MS:
espectrometria de massa por plasma indutivamente acoplado.
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Tabela 20. Teste de post hoc da quantificacdo do ferro internalizado nas células mononucleares da
medula 0ssea por espectrometria de massa por plasma indutivamente acoplado

Diferenca

Grupos da média Erro padréo t Valor-p
c10_jovens c10_idosos 0,23 0,05 4,277 0,003
c30_jovens -1,31 0,05 -24,73 <,001

¢30_idosos -1,11 0,05 -20,95 <,001

c50_jovens -2,33 0,05 -44,07 <,001

¢50_idosos -2,10 0,05 -39,75 <,001

c10_idosos ¢c30_jovens -1,54 0,05 -29,00 <,001
¢30_idosos -1,34 0,05 -25,22 <,001

c50_jovens -2,56 0,05 -48,33 <,001

¢50_idosos -2,33 0,05 -44.02 <,001

c30_jovens ¢30_idosos 0,20 0,05 3,77 0,010
¢50_jovens -1,02 0,05 -19,33 <,001

¢50_idosos -0,79 0,05 -15,02 <,001

¢30_idosos c50_jovens -1,22 0,05 -23,11 <,001
¢50_idosos -0,99 0,05 -18,80 <,001

¢50_jovens ¢50_idosos 0,23 0,05 4,31 0,003

NPMM: nanoparticulas multimodais; CMN-MO: células mononucleares da medula dssea; ICP-MS:
espectrometria de massa por plasma indutivamente acoplado.

Para uma melhor visualizacdo da quantificacdo de ferro internalizado
(pg Fe/célula e numero de NPMM/células) nas CMN-MO pelas técnicas NIRF, ICP-MS
e IRM os dados sédo mostrados na tabela 21, organizados por grupos jovens e idosos e
as concentragbes de NPMM utilizadas na marcacao celular.

Tabela 21. Comparacédo da massa de ferro e nimero de nanoparticulas multimodais internalizadas por
células mononucleares da medula 60ssea mediante as técnicas de fluorescéncia no infravermelho
préximo, espectrometria de massa por plasma indutivamente acoplado e imagem de ressonancia
magnética, nas concentracdes de 10, 30 e 50ug de nanoparticulas multimodais/mL

NIRF ICP-MS IRM
(ligjfi]L) Idade Massa ~N°deNPMM ~ Massa N°deNPMM  Massa rlj\lpoh(:fﬂ

(pg Felcélula) *10%/células (pg Fel/célula) *10%/células (pg Fe/célula) “10%/células

Jovens 2,27+0,09 285+0,11 1,90+0,10 2,39+0,12 - -

Idosos 2,07+0,07 261+0,08 1,67+0,06 2,10+0,74 - -

30 Jovens 3,06+0,12 3,85+0,15 3,21+0,07 4,03+0,93 - -

Idosos 3,02+0,09 3,79+0,11 3,01+0,10 3,78+0,13 - -
50 Jovens 3,98+0,16 5,00+0,20 4,23+0,09 532+0,11 3,13+0,24 3,93+0,30
Idosos 3,98+0,14 5,00+0,18 4,00£0,07 5,03+081 3,08+0,17 3,87+0,21

NPMM: nanoparticulas multimodais; CMN-MO: células mononucleares da medula 6ssea; NIRF:
fluorescéncia no infravermelho proximo; ICP-MS: espectrometria de massa por plasma indutivamente
acoplado; IRM: imagem de ressonancia magnética.
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3.4 Estudo in vivo

3.4.1 Avaliacdo da curva de dose letal

Para estabelecer a dose letal minima de radiagdo no
condicionamento dos animais para realizacgdo do TCTH foram irradiados 12
camundongos C57BL/6 com diferentes doses de radiacéo (5, 7, 9 e 11Gy) e avaliamos
a sobrevida dos animais por 30 dias. Como pode ser visualizado na figura 37, os
animais irradiados com as doses de 5 e 7Gy tiveram sobrevida superior aos 30 dias de
andlise. Ja os camundongos irradiados com 9Gy, no dia 12 apés a ICl, foi observado
gue um dos animais apresentava desidratacdo severa, perda superior a 20% do peso
inicial, mucosas hipocoradas e mobilidade reduzida, sendo realizado a eutanasia deste
animal para que fosse evitado maior sofrimento, 0 mesmo aconteceu com 0s outros 2
camundongos deste grupo, irradiados com 9Gy, no dia 14 apdés a ICI. Os animais

irradiados com 11Gy foram encontrados mortos no 11° apos a ICl.
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Figura 37. Analise de sobrevida realizada por 30 dias em animais que
receberam irradiagcéo de corpo inteiro

Os resultados indicaram que a dose letal minima para o

condicionamento dos animais para realizagdo do TMO foi de 9Gy.
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3.4.2 Avaliacdo da migracdo das células mononucleares da medula 6ssea de

camundongos jovens e idosos

3.4.2.1 Avaliacdo da migracao por imagem de bioluminescéncia

As imagens de BLM dos animais receptores das células de doadores
jovens e idosos foram adquiridas ao longo de 4 meses (120 dias), com imagens sendo
realizadas semanalmente durante o primeiro més e a cada 15 dias aproximadamente
nos meses seguintes. As figuras 38 e 39 mostram que no 4° dia nao foi possivel obter
sinal de BLM das células transplantadas, ja no 11° dia foi observado um sinal de BLM
nas 4 posicdes analisadas, esse sinal estava presente principalmente no lado esquerdo
dos animais, provavelmente em funcdo da presenca do baco na regido. Assim também
foi possivel verificar sinais presentes na regido da coluna espinhal e tibiofemoral. Com
0 avanco dos dias de analise o sinal se tornou mais intenso, tendo seu pico maximo de
intensidade em 30 dias para os receptores de células idosas (7,88+2,61x10° fétons/s) e
em 35 dias para os receptores de células jovens (10,18+2,35x10° fétons/s), como pode
ser visualizado na figura 40 e tabela 22. O sinal de BLM ap6s o maximo pico de
intensidade mostrou uma reducdo acentuada até 85 dias, com os valores de
2,10+1,19x10°® fétons/s e 0,96+0,21x10° fétons/s para os receptores de células jovens e
idosas respectivamente, se mantendo estavel na ordem de aproximadamente 10°
fétons/s até o fim da andlise em 120 dias, indicando a presenca de células doadoras

tanto de animais jovens como idosos por todo o periodo de avaliacao.
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Figura 38. Rastreamento das células transplantadas de doadores jovens em receptores jovens por um
periodo de 120 dias por imagem de bioluminescéncia
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Figura 39. Rastreamento das células transplantadas de doadores idosos
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Figura 40. Intensidade de sinal de bioluminescéncia de animais que receberam células de
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Tabela 22. Valores de intensidade de sinal de bioluminescéncia de animais que receberam células de
doadores jovens e idosos ao longo de 120 dias

Tempo de avaliagao

Média + desvio padrdo da Intensidade de BLM (fétons/s)x10°

(dias) Jovem — Jovem Idoso — Jovem
4 0 0
11 1,64 + 0,68 2,98 + 0,88
17 1,61 + 0,53 3,11+1,04
20 3,93+0,50 4,04 +1,05
25 4,32+1,15 7,44 + 2,64
30 9,02+1,72 7,88+ 2,61
35 10,18 + 2,35 7,16 £ 2,51
50 3,87 +£2,07 2,89 +0,76
65 5,17+ 2,47 3,36 £ 1,05
85 2,10+1,19 0,96 £ 0,21
105 1,53+0,71 0,71 +£0,18
120 1,53 +0,90 0,55+0,16

BLM: bioluminescéncia.
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Apo6s 120 dias de avaliacdo por imagem de BLM in vivo, os animais
foram eutanasiados e os 6rgdos (cérebro, pulmao, coracado, baco, figado, rins, fémur,
tibia e coluna espinhal) foram coletados para realizagdo de imagens de BLM ex vivo
(Figura 4l A, C, D e F). A figura 41 A e C mostram imagens ex vivo de BLM dos érgaos
coletados de um receptor de células jovens, com destaque para baco, pulméao, fémur,
tibia e coluna espinhal, onde foi possivel observar o sinal BLM, sobretudo no baco,
regido de maior intensidade de sinal, 0 mesmo padrdo pode ser visualizado na figura
41 D e F de um animal que recebeu células provenientes de doador idoso. Ja a figura
41 B e E, representam o sinal de BLM encontrado na analise in vivo antes da retirada
dos 6rgdos, podendo assim mostrar a correlacdo dos sinais in vivo e ex vivo, com

destaque para as regiées com maior intensidade de BLM visualizadas.
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Figura 41. Imagem de bioluminescéncia ex vivo dos principais 6rgdos de animais receptores de células
de doadores jovens e idoso ap6s 120 dias do transplante de medula éssea
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3.4.2.2 Avaliagcdo da migragdo por imagem de fluorescéncia no infravermelho

proximo

O homing das CMN-MO de doadores jovens e idosos marcadas com
NPMM foi avaliado in vivo por NIRF 24 horas apds o transplante, foram obtidas
imagens nos planos dorsal e ventral, onde foi possivel observar a distribuicdo das
células marcadas por todo o animal com destaque para a regido da coluna espinhal,
como também na regido abdominal, possivelmente no figado (Figura 42). Para
confirmar a localizacdo do sinal de NIRF os animais foram eutanasiados apods a
aguisicado de imagens in vivo e entdo foram realizadas imagens ex vivo dos principais
orgdos, evidenciando um sinal de NIRF em praticamente todos os 6rgdos analisados
(pulméo, coracdo, baco, figado, rins, coluna espinhal, tibia e fémur), com destaque
para os 6rgdos hematopoiéticos como baco e medula 6ssea em receptores de células
jovens (Figura 42 E-j, I-j e J-j) e idosos (Figura 42 E-i, I-i e J-i). Entretanto, nao foi
possivel evidenciar diferencas de sinal entre os animais que receberam células de

doadores jovens e idosos.
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Jovem-»Jovem Idoso Jovem

fotons/s

A-j: Imagem de fluorescéncia no infravermelho préoximo na posi¢do dorsal de um receptor de
células jovens marcadas com nanoparticulas multimodais. B-j: Imagem de fluorescéncia no
infravermelho préximo na posicdo ventral de um receptor de células jovens marcadas com
nanoparticulas multimodais. A-i: Imagem de fluorescéncia no infravermelho proximo na posi¢ado
dorsal de um receptor de células idosas marcadas com nanoparticulas multimodais. B-i:
Imagem de fluorescéncia no infravermelho préximo na posi¢do ventral de um receptor de
células idosas marcadas com nanoparticulas multimodais. C-j: Cérebro. D-j: Pulmé&o e coracao.
E-j: Bago. F-j: Figado. G-j: Rins. H-j: Intestino. I-j: Coluna espinhal. J-j: Tibias e fémures. C-i:
Cérebro. D-i: Pulmdo e coracdo. E-i: Baco. F-i: Figado. G-i: Rins. H-i: Intestino. I-i; Coluna
espinhal. J-i: Tibias e fémures.

Figura 42. Imagem in vivo e ex vivo de fluorescéncia no infravermelho préximo 24 apdés o
transplante de células provenientes de animais jovens e idosos

3.4.2.3 Avaliagdo da migracgao por analise histol6gica

Apo6s a administracdo de CMN-MO por via intravenosa, 0s animais
foram eutanasiados e os principais 6rgdos foram coletados para analise histolégica. Na
figura 43, podemos observar que em todos os 6rgaos, exceto o cérebro (Figura 43 C1-
4) foi possivel identificar areas do tecido coradas em azul, devido a presenca do ferro
das NPMM, sendo a coloracdo mais prevalente em 6rgdos hematopoiéticos com baco
(Figura 43 B1-4) e MO (Figura 43 H1-4).
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Transplante de Jovem—+» Jovem Transplante de |doso+» Jovem
CMN-MO CMN-MO + NPMM' CMN-MO CMN-MO + NPMM

Intestino  Figado Coragdo  Cérebro

Pulmao

Medula
Ossea

Al-4: Rim. B1-4: Baco. C1-4: Cérebro. D1-4: Cbrac;éo. E1-4: Figado. F1-4: Intestino. G1-4:
Pulmé&o. H1-4: Medula 0ssea.
Figura 43. Analise histologica de tecidos de animais submetidos ao transplante de medula éssea

cortados com 5um e corados com azul da Prussia e nuclear fast red no aumento de 100x
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3.4.3 Avaliagdo da reconstituicdo hematolégica

A avaliacdo da reconstituicio hematologica foi realizada por
hemograma automatizado apos 15, 30, 60, 90 e 120 dias da realizagédo do transplante,
os resultados podem ser visualizados na figura 44.

A figura 44-A indica que ap06s 120 dias de analise os leucocitos dos
animais que receberam células de doadores jovens e de idosos chegaram a niveis
semelhantes aos dos controles. Entretanto, a curva de resposta da producéo de
leucdcitos foi mais lenta nos animais que receberam células de doadores idosos. Ja os
granulécitos (Figura 44-B) tiveram recuperacdo semelhante em 15 dias apds o
transplante, com um aumento acentuado nos animais que receberam células de
doadores jovens na andlise de 30 dias, que se inverteu com o passar do tempo, tendo
maior presenca de granulécitos os receptores de células idosas ao final da analise dos
120 dias.

A partir do dia 30, os dois grupos tiveram um aumento na quantidade
de leucocitos e heméacias circulantes, sendo que camundongos que receberam células
jovens tiveram um namero maior de leucécitos que os camundongos que receberam
células idosas. Também foi observado que na andlise do dia 60, que 0 enxerto jovem
recuperou o numero normal de linfécitos com reducdao no namero de granulécitos
circulantes, ja no enxerto de células idosas ndo houve aumento da producéo linfocitica
e uma menor reducdo da producdo de granulocitica indicando uma hematopoese
inclinada em direcdo a linhagem mieloide, o que se manteve até o final da andlise com
linfécitos representando a maior populagéo entre os leucdcitos no enxerto jovem, ja no
enxerto idoso 0s granuldcitos representaram a maioria dos leucécitos circulantes
(Figura 44-B e D). A andlise da recuperagdo dos linfécitos se mostrou mais lenta
guando comparada aos granuldcitos, atingindo valores semelhantes ao controle
apenas em receptores de células jovens. A recuperacdo de mondcitos nos dois grupos
retornou padrbes semelhantes, mas sem atingir valores proximos aos controles em 120
dias (Figura 44-C). Hemacias e plaquetas mostraram padrbes de recuperagéo
semelhante aos controles na analise de 30 dias e se mantiveram iguais até o fim da

analise (Figura 44-E e F).
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Figura 44. Analise por hemograma da reconstituicdo hematopoiética dos animais receptores de células

de doadores jovens e idosos por 120 dias
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3.4.4 Quantificacao de células linhagem- Sca-1+ c-Kit+ na medula receptora

A quantificacdo de células LKS da medula receptora por citometria
de fluxo foi realizada apds 120 dias do TMO, na figura 45 foi possivel observar que
apos a analise de tamanho (FSC) e viabilidade (7AAD), foi realizada a analise de
marcadores de linhagem e CD177, que ndo mostrou diferenca na populacéo linhagem-
CD177+ das células coletadas da medula de receptores de células jovens (6,1%) e
idosas (4,7%). Para identificacdo das células LKS foi feito primeiramente uma analise
de fluorescéncia menos um (FMO — Fluorescence Minus One), sem o marcador Sca-1
para identificar o limite da populagdo CD177+, a partir disso obtivemos valores de
67,0% de células LKS dentro da populacédo linhagem- CD177+ em receptores de

células jovens e de 70,4% em receptores de células idosas, como mostrado no grafico

da figura 45.
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Figura 45. Analise por citometria de fluxo da populagdo de células linhagem- Sca-1+ c-Kit+ presente
na medula 6ssea receptora de células de animais jovens e idosos apds 120 dias da realizacao do
transplante de medula 6ssea



86

4 DISCUSSAO

O TMO é um tratamento consagrado para as patologias do sistema
hematopoiético, entretanto, ainda existem desafios para um melhor entendimento sobre
a migracdo das CTH apoés a realizacdo do transplante. Um dos principais desafios
envolve a falta de dados consistentes sobre o homing das CTH para a MO, como
também a sobrevivéncia das células apds sua administracdo e o processo de enxerto
das diferentes populacbes de células hematopoiéticas em experimentos in vivo,
utilizando técnicas nédo invasivas que permitam uma avaliacdo temporal em um dnico
animal.

O envelhecimento tem grande influéncia nessas questdes, ja €
sabido que CTH de animais idosos tem menor capacidade de migrar e enxertar quando
comparada a CTH extraidas de camundongos jovens.®"'%) para buscar um melhor
entendimento sobre homing das CTH apds o TMO e avaliar a diferenca de migracéo
devido a influéncia do envelhecimento, marcamos as células de camundongos jovens e
idosos com NPMM que possuem nucleo de éxido de ferro e dois tipos de fluoréforos
com diferentes comprimento de onda em sua superficie (espectro visivel e no infra
vermelho), além disso, as células foram transduzidas com vetor lentiviral para
expressao de luciferase, essa combinacao de técnicas permite analises qualitativas e
quantitativas tanto in vitro como in vivo. Sendo assim, a escolha do agente de
rastreamento, cuidados no isolamento das células e sua marcacdo antes do
transplante, sdo desafios estudados para potencializar a melhor condicdo e para que
se possa atingir o objetivo da avaliacdo do homing e enxerto das CTH.

No caso das nanoparticulas, para sua utilizacdo como agentes de
rastreamento é necessario que elas tenham propriedades fisico-quimicas adequadas.
Essas propriedades contribuem para uma internalizacdo eficiente, mantendo a
viabilidade e capacidade de enxertar das CTH, permitindo assim o rastreamento nao
invasivo das células por técnicas de imagem molecular.®®

As NPMM foram avaliadas quanto as suas propriedades fisico-
guimicas e pdde ser observado que possuiam um diametro hidrodindmico de 38,2nm
com um potencial zeta positivo de 34,9mV (Figura 19), quando analisadas em agua, o
potencial zeta positivo facilita o processo de internalizacdo das NPMM, devido a carga

superficial negativa das CTH e o processo eletrostatico envolvido."?” Alguns estudos
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utilizaram estratégias com o uso de agentes de transfec¢do como polibreno, sulfato de
protamina e lipofectamina para potencializar a internalizagdo/marcagédo das
nanoparticulas nas CTH.%%®)

A andlise do tamanho hidrodindmico das NPMM em outras
condigbes mostrou uma variagdo de acordo com o0 meio em que as nanoparticulas
estdo suspensas, pela ligacdo a proteinas e lipidios dispersos na solucédo que levam a
formacéo de uma “coroa” que amplia o seu tamanho,'?®?® nosso trabalho mostrou um
aumento de 14% no diametro das NPMM quando elas estdo dispersas no meio de
cultura (SFEM), utilizado para a marcacao das células, também pdde ser observado um
aumento do diametro hidrodinamico quando as NPMM estavam suspensas em SFEM
na presenca de 10% de SFB, ja quando as NPMM estavam suspensas em PBS o
diametro hidrodinamico foi inferior ao registrado em agua.

Uma vez realizadas as medidas de tamanho hidrodinamico, as
NPMM foram avaliadas quanto a estabilidade do tamanho hidrodindmico por 4 horas, 0
mesmo tempo utilizado para marcacao de células com NPMM no nosso estudo e em
outros estudos identificados.®®*® Observou-se que o tamanho hidrodinamico das
NPMM se mantém estavel ao longo do tempo em todas as condi¢des testadas (Figura
20), um aumento no tamanho hidrodinamico poderia afetar a capacidade das NPMM
internalizarem pela formacdo de aglomerados de nanoparticulas, isso geralmente
ocorre em NSOF gue nao sdo revestidos e acabam se aglomerando devido a atracéo
magnética, alta energia de superficie e forcas de van der Waals."*”

Outro aspecto importante na realizacdo do modelo experimental de
TMO é o numero limitado de CTH isoladas a partir de um animal, devido ao baixo
namero de CTH presentes na MO, o0 que exigiria um numero muito alto de
camundongos utilizados como doadores.” Para enfrentar este desafio foi analisado o
efeito da administracdo prévia de 5-fluorouracil nos animais doadores antes do
isolamento, esta farmaco age na MO induzindo uma hipoplasia temporaria, que
posteriormente gera um estimulo para que a MO promova um aumento na producéo de
CTH."®" Quando isolamos as células com a administracdo prévia de 5-fluorouracil,
encontramos um numero maior de ceélulas linhagem- tanto em camundongos jovens
como em idosos, também foi possivel observar que as células LKS de camundongos
idosos estéo presentes em menor frequéncia na MO quando comparadas a medula de
animais jovens. Essa estratégia potencializa o rastreamento, considerando que para a

avaliagdo da migracdo das células in vivo de forma nédo invasiva um dos fatores
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132133) Também foi observado que 4

importantes é o nimero de células administradas.’
dias apds a administracdo de 5-fluorouracil a populacao de células linhagem- na MO de
camundongos jovens (59,5%) era menos frequente do que na MO de camundongos
idosos (91,6%), isso se da pela capacidade de diferenciacdo reduzida gerada pelo
envelhecimento, que acaba retardando a resposta das CTH frente ao 5-fluorouracil.!"**

A marcacgao/internalizagdo das CMN-MO de animais jovens e idosos
com as NPMM foi realizada somente ap0s a caracterizacdo das propriedades fisico-
quimicas das NPMM e analise da sua estabilidade nas condi¢bes de aplicacéo in vivo.
Geralmente a confirmagcdo da internalizacdo de NSOF em CTH e em outros tipos
celulares é realizada pela coloracdo de azul da Prussia que evidencia as
nanoparticulas internalizadas em azul.%¢*"7713) No nosso trabalho podemos
corroborar a internalizacdo das nanoparticulas por varias técnicas, devido a utilizacéo
de uma nanoparticula que apresenta caracteristicas magnéticas e dupla FL, permitindo
verificar a internalizacdo ndo sé por meio da coloracdo de azul da Prussia, mas
também por microscopia de FL, IRM e NIRF.

A avaliacdo por microscopia de campo claro e FL evidenciou as
NPMM na regido do citoplasma de células, com alta relagdo nucleo/citoplasma e na

136) para analise por NIRF, utilizamos NPMM nas

faixa dos 10pm sugestivo para CTH.{
concentracdes de 0, 10, 30 e 50pg/mL, sendo obtido um sinal na ordem de 108 fétons/s
para todas as concentracées, com um sinal ~35% maior na concentracdo de 50,
quando comparada a 10ug/mL de NPMM, tanto para células de camundongos jovens
quanto para idosos (Figura 29). A viabilidade das células ap6s marcacdo com NPMM
foi avaliada por imagem de BLM nas concentracdes citadas anteriormente, sendo que a
células marcadas na maior concentracdo (50pug NPMM/mL) mostraram viabilidade
superior a 95% (Figura 30), outro estudo que marcou CTH com nanoparticulas
registrou viabilidade inferior a 90%, provavelmente pelo uso de uma alta concentracéo

%8 para a analise in

para marcacgéo (125ug/mL), quando comparado ao nosso estudo.
vitro por IRM utilizamos células de camundongos jovens e idosos marcadas na
concentracdo de 50ug/mL e seus respectivos controles ndo marcados, evidenciando
um sinal hipointenso das células marcadas quando comparada aos controles, com uma
reducdo de 39% do tempo de relaxacéo transversal T2 tanto para jovens e idosos
(Figura 31).

A quantificagdo da carga de ferro internalizada nas CMN-MO foi
realizada pelas técnicas NIRF, IRM e ICP-MS e NIRF (Tabela 21). A quantificacdo esta
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de acordo com a limitacdo de deteccdo do sinal em fungéo da sensibilidade, resolucéo
espacial, resolucdo temporal de cada técnica. Alguns estudos relataram a
internalizacdo de 0,69+0,08;"*") 1,33+0,2:(%® 2 01+0,10pg"*® de nanoparticulas por
CTH, utilizando IRM in vitro, nosso estudo conseguiu uma internalizagdo superior como
mostrado na tabela 21, com valores de 4,23+0,09pg Fe/CMN-MO ou (5,32+0,11)x10*
NPMM/CMN-MO de camundongos jovens e nas CMN-MO de camundongos idosos
4,00+0,07pg Fe/CMN-MO ou (5,03+0,81)x10* NPMM/CMN-MO, obtidos pela técnica de
ICP-MS. Pela técnica de IRM foram confirmados esses altos valores de internalizacéo
3,13+0,24pg Fe/CMN-MO ou (3,93+0,30)x10* NPMM/CMN-MO de camundongos
jovens e nas CMN-MO de camundongos idosos foram encontradas 3,08+0,17pg
Fe/CMN-MO ou (3,87+0,21)x10* NPMM/CMN-MO. Finalmente a carga de ferro foi
quantificada por NIRF obtendo valores de 3,98+0,16pg Fe/CMN-MO ou
(5,00+0,20)x10* NPMM/CMN-MO de camundongos jovens e nas CMN-MO de
camundongos idosos 3,98+0,14pg Fe/CMN-MO ou (5,00+0,18)x10* NPMM/CMN-MO.
Estes valores sdo maiores que os estudos citados, possivelmente por utilizarmos um
pool de células da MO, além de usarmos nanoparticulas com tamanho hidrodindmico
de 38,2+0,5nm, diferente dos outros estudos que usaram tamanho acima dos 200nm
que dificulta a internalizagéo.®” Também foi possivel estimar o nimero de NPMM
internalizado por CMN-MO correlacionando a carga de ferro em grandezas na ordem
de 10* NPMM.

O estudo in vivo buscou avaliar o homing e enxerto das CMN-MO de
camundongos jovens e idosos, marcadas com NPMM e modificadas para a expressao
de luciferase pelas técnicas de imagem de BLM, NIRF e corroboracdo dos resultados
por azul da Prussia em tecido. O que representa uma caracteristica desafiadora e
inovadora frente a literatura, que foi mostrada pelo extenso estudo in vitro e comparado
com os resultados da revisao sistematica, que ndo descreveu em nenhum estudo o0 uso
de agentes de rastreamento multimodais na avaliacdo do homing e enxerto das CTH
em modelo de TMO.®"

A avaliagdo aguda do transplante por imagem de NIRF indicou que
apos 24 horas da administracdo das células, foi possivel observar o sinal de FL
distribuido por todo corpo dos camundongos semelhante ao estudo de Ushiki et al.®®
Apols a realizagdo da imagem in vivo os animais foram eutanasiados e 0s 0rgaos
coletados para realizacdo de imagens ex vivo onde ficou evidenciado que o sinal de

NIRF estava presente nos principais 6rgaos incluindo locais de interesse para a
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hematopoiese como MO e baco, esse resultado pode ser corroborado pela analise
histologica que evidenciou em azul o ferro contido nas NPMM em quase tecidos
analisados (exceto no intestino e cérebro) com acumulo acentuado no bagco e na MO
(tibia), semelhante aos achados de Maxwell et al.*® Outros estudos que buscaram
avaliar a migracdo aguda da CTH para a MO por meio de técnicas de imagem
molecular (PET, NIRF e IRM), também conseguiram visualizar as células
transplantadas no animal receptor na regido do baco e na MO, além de outros 6rgaos,
indicando que o homing € um processo rapido e que parte das células vao para outros
6rgéos além daqueles que promovem a hematopoiese. 883114141

N&do foi possivel realizar a avaliacdo do homing das células
transplantadas para a MO por imagem de BLM, porém técnica de BLM possibilitou
acompanhar o enxerto dos animais por todo periodo de anélise, conseguimos obter um
sinal na ordem de 2x108 fétons/s nos receptores de células de jovens e idosos no dia
11, esse sinal aumentou com o0 passar do tempo obtendo seu pico de maior
intensidade no dia 30 para receptores de células idosas (7,88+2,61X10° fotons/s) e em
35 dias para receptores de células jovens (10,18+2,35X108 fétons/s), a partir desse pico
o sinal comecou a decair se estabilizando no dia 85, com sinal na ordem de
aproximadamente 10 fétons/s até o fim da analise em 120 dias. O padrédo de sinal de
BLM até a do dia 83 foi compativel com a reconstituicdo hematopoiética analisada por
hemograma, onde verificamos uma resposta do enxerto com um grande namero de
células maduras na circulacao no dia 30, provavelmente esse aumento seja reflexo do
enxerto tentando a restabelecer a funcdo da medula produzindo células em grande

e."? Em seguida na andlise de 60 dias obtivemos reducdo nos valores de

quantidad
leucdcitos, semelhante a reducdo na intensidade do sinal de BLM, entretanto, nas
analises seguintes o numero de leucdcitos aumentou enquanto o sinal de BLM diminuiu
até o final da analise.

Esses resultados talvez indiquem o0 reestabelecimento da
hematopoese por CTH do receptor que ndo foram destruidas no processo de ICI e que
agora estdo participando novamente da produgéo de células sanguineas nos individuos
receptores.!"*® Paralelamente a isso, o sinal de BLM do nosso estudo foi semelhante
ao estudo de Cao et al.®? Que obteve uma curva com tendéncia parecida quando
transplantou CTH-CP e observou uma diminuicdo na intensidade de sinal a partir do
60° dia até o final da analise. Essa associacdo entre a sobrevivéncia de CTH no

hospedeiro apds a IClI mais transplante de progenitores e CTH-LP pode explicar a
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recuperacgdo de células nucleadas em direcao a valores normais, mas com decaimento
do sinal de BLM. Infelizmente nosso estudo ndo conseguiu diferenciar as populagbes
celulares transplantadas das proprias do hospedeiro, o que traria dados que
possibilitariam um melhor entendimento desse fendmeno."

A andlise por hemograma mostrou uma diferenga na frequéncia de
leucocitos circulantes, camundongos receptores de ceélulas jovens tiveram maior
namero de granulécitos circulando nas duas primeiras analises hematologicas, a partir
dai linfocitos foram a principal tipo celular entre ou leucécitos, padrdo tipico para
camundongos."* Enquanto receptores de células idosas tiveram a predominancia de
granulécitos por toda analise, essa diferenciacao enviesada para a linhagem mieloide é
caracteristica do envelhecimento das CTH, o que também acarreta a reducdo de
diferenciacdo em linhagem linfoide.®® Esse resultado é compativel com a observacéo
de que o sistema imune adaptativo (mediado em grande parte, pelo sistema linfoide)
diminui a eficacia imunolégica em idosos.!'4>140)

A técnica de BLM ndo permitiu a visualizacdo das células nos
primeiros dias apds o transplante, porém permitiu acompanhar o enxerto do 11° ao
140° dia apo6s o transplante. A BLM possibilita um tempo maior de avaliagcdo, por
permitir o acompanhamento das células que se diferenciaram a partir das células
transplantadas.® Essa avaliagdo concomitante, utilizando NIRF para a migracdo
aguda e BLM no acompanhamento crbénico, mostra a importancia da complementacao
de duas ou mais técnicas para avaliacdo de processos bioldgicos in vivo de forma ndo
invasiva.''”) Pela caracteristica magnética da NPMM ela também permitiria a
realizacdo de imagem de IRM.®%®® Entretanto, nés néo dispiinhamos do equipamento
necessario para a realizacdo dessas imagens. Outra possibilidade para potencializar o
poder de rastreamento da NPMM seria com a adicdo de um radiotracador que poderia
trazer mais dados sobre a migracdo aguda das CMN-MO para a MO mediante o uso de
técnicas de imagem nuclear.!™®

Nossos experimentos de rastreamento de CTH in vivo em modelo de
TMO nédo demonstraram diferencas na migragédo e enxerto das células provenientes de
animais jovens e idosos, somente na analise por hemograma podemos verificar uma
tendéncia de diferenciacéo inclinada para a linhagem mieloide nos camundongos que
receberam células de animais idosos. O uso conjunto de NPMM a BLM se mostrou um
candidato promissor para o rastreamento de in vivo, principalmente em modelos

animais que precisam ser avaliados de maneira ndo invasiva, com possibilidade de
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correlacionar os resultados com dados quantitativos obtidos em analises ex vivo.
Entretanto, para a andlise do enxerto essa estratégia deve estar alinhada a técnicas
que permitam ndo s6 quantificar, como também avaliar a qualidade do
enxerto.('"%11411®) Egses resultados demonstram uma limitacdo das técnicas utilizadas,
para que se possam gerar dados mais robustos sobre a migracdo das CTH e avaliagao
do enxerto € de extrema importancia o uso de técnicas que possam corroborar 0s
resultados em analises ex vivo. Outra limitacdo do estudo foi o tempo curto de
avaliacdo do enxerto, talvez pudéssemos evidenciar diferencas nos enxertos em
experimentos com maior tempo de acompanhamento ou utilizando outros tipos

celulares.
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5 CONCLUSOES

1. A revisdo sistematica possibilitou identificar que as técnicas de
imagem de bioluminescéncia, fluorescéncia, ressonancia magnética, tomografia por
emissao de positrons e tomografia computadorizada por emisséo de féton Unico séo as
principais técnicas utilizadas no rastreamento n&o invasivo de células-tronco
hematopoiéticas em modelo de transplante de medula 6ssea;

2. A caracterizacdo das nanoparticulas multimodais demostrou
que elas possuem um potencial zeta positivo 0 que favorece sua internalizacdo nas
células, além disso, elas se mostraram estaveis nos meios utilizados e geraram pouca
toxicidade celular;

3. Pela caracteristica magnética e de dupla fluorescéncia das
nanoparticulas foi possivel quantificar a internalizac@o nas células por diversas técnicas
como imagem de fluorescéncia no infravermelho préximo, ressonancia magnética e
espectrometria de massa por plasma indutivamente acoplado, sendo que a Unica
técnica que demonstrou diferencas entre células de animais jovens e idosos na mesma
concentracdo foi a técnica de espectrometria de massa por plasma indutivamente
acoplado que é padrdo ouro para esse tipo de analise;

4. A imagem de fluorescéncia no infravermelho proximo permitiu
visualizar o homing das células mononucleares da medula 6ssea ap0s a realizacéo do
transplante, ja a imagem de bioluminescéncia ndo permitiu rastrear as células logo
apos o transplante, porém permitiu acompanhar o enxerto do dia 11 até o dia 120;

5. Nao foi possivel evidenciar diferencas nos processos de
homing e enxerto das células de animais jovens e idosos. Para buscar dados mais
robustos sobre esses processos € necessario contornar limitagbes das técnicas
utilizadas, tempo de avaliagdo e linhagem celular transplantada, além do uso de
técnicas que possibilitem corroborar os resultados encontrados;

6. A estratégia de utilizar mais de uma técnica se mostrou
fundamental, pois possibilitou rastrear as células em todos os momentos apos o
transplante, reduzindo as limitagdes das técnicas utilizadas, esse resultado ressalta a
importéancia da constru¢do de sondas multimodias no rastreamento de células
hematopoiéticas in vivo, que também permitam confirmar os resultados em analises ex
vivo por diferentes técnicas de imagem, além disso, essas avaliacbes devem estar

associadas a técnicas que permitam avaliar a qualidade do enxerto.
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Abstract

Introduction: Bone marrow transplantation is a therapeutic procedure used as a
treatment for several hematological disease given the ability of the hematopoietic stem
cell to self-renew and differentiate itself in the different lineages of the hematopoietic
tissue. The aging of the hematopoietic stem cell is linked to the reduced ability to graft
and differentiate into hematopoietic strains after transplantation. In addition, the lack of
consistent data in vivo experiments is a barrier to allow data generating on graft kinetics
and hematopoietic stem cell migration in a noninvasive way that can improve the
transplant and graft process. The labeling of cells with nanoparticles or the transduction
with luciferase combined with molecular imaging techniques can contribute to a better
understanding of their dynamics after transplantation. Purpose: To evaluate the homing
of hematopoietic stem cells from young and aged mice labeled with multimodal
nanoparticles and modified for luciferase expression by molecular imaging techniques in
a bone marrow transplantation model. Methods: A systematic review of the literature
was carried out to search for the best strategies to perform noninvasive screening for
hematopoietic stem cells in a bone marrow transplantation model. Subsequently, we
performed the physicochemical characterization of multimodal nanoparticles (magnetic
and fluorescent properties) regarding their hydrodynamic size, stability, zeta potential,
and optical properties. After this characterization, we labelled the bone marrow
mononuclear cells of young and aged mice with nanoparticles and transfect them for
luciferase expression to conduct feasibility, sensitivity, and quantity of internalization
analyzes by magnetic resonance imaging, near-infrared fluorescence imaging,
bioluminescence imaging, and inductively coupled plasma mass spectrometry
techniques. Once labeled, cells were transplanted and evaluated by molecular imaging
and histology techniques. Results: The literature review indicated that the imaging
techniques of bioluminescence, fluorescence, magnetic resonance, positron emission
tomography, and single-photon emission computed tomography are the most used for
noninvasive tracking of hematopoietic stem cells. The multimodal nanoparticles
characterization showed a positive zeta (34.9 mV) that favors their internalization into
cells that have a negative charge. The nanoparticles were stable in the culture medium
used during the labeling, and it avoided the formation of agglomerates that could

compromise their internalization in the cells. After labeling in the highest concentration



of nanoparticles we also observed that cells remained 95% viable compared with the
unlabeled control. The detection of the near-infrared fluorescence imaging signal was
also allowed in the order of 10® in all concentrations and a hypointense signal in
magnetic resonance imaging. The use of nanoparticles also enabled the quantification
of nanoparticles internalized by cells by various techniques (magnetic resonance
imaging, near-infrared fluorescence imaging, and inductively coupled plasma mass
spectrometry). When the groups and multimodal nanoparticles concentrations were
compared only the quantification of iron by inductively coupled plasma mass
spectrometry showed a significant difference between young and aged mice in the
same multimodal nanoparticles concentration. The remaining techniques showed
significant differences between multimodal nanoparticles concentrations as in the order
of picograms of iron per cell as well as in the number of nanopatrticles/cell in the order of
10*, however, there were no differences between groups. In the in vivo study, we
observed a result that was corroborated by those of ex vivo bioluminescence, and
histological analysis by using a near-infrared fluorescence imaging of cells labeled with
multimodal nanoparticles 24-hours after transplantation in all analyzed organs,
particularly in hematopoietic organs (spleen and bone marrow). The bioluminescence
imaging evaluation allowed us to monitor the grafting from the 11th day to the 120th
day. Conclusion: The systematic review of the literature enabled to direct our study
towards a better approach of all aspects regarding the noninvasive tracking model after
bone marrow transplantation, especially in terms of evaluation and parameters. The
nanoparticles used did not significantly change cell viability and allowed quantification
by various techniques. These results generate an advance in the homing/tracking of
hematopoietic stem cells by various molecular imaging techniques and corroborate the

migration by histology of target organs.

Keywords: Nanoparticles; Bioluminescence imaging [not in DeCS]; Fluorescence
imaging [not in DeCS]; Magnetic resonance imaging; Hematopoietic stem cells; Bone

marrow transplantation; Molecular imaging



