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Prologo

“Quando o romano Ovidio elaborou Metamorfose, por volta do século 8 da era crista,
MORFEU, o deus dos sonhos, aparece como uma das personagens; quase 1800 anos
depois, o farmacologo alemdo Friedrich W.A Saturner utilizou o nome daquela divindade
para indicar um analgésico derivado do dpio: a morfina. Essa relacdo entre o deus e o
medicamento ndo foi meramente fortuita; afinal, um dos mais antigos sonhos humanos é o
afastamento ou a auséncia de dor” — trecho extraido do livro NAO ESPERE PELO

EPITAFIO de Mirio Sergio Cortella, editora Vozes, 2005.



Resumo

Os campos magnéticos (CM) gerados por aparelhos eletroeletronicos, como telefones
celulares, linhas de transmissdo e antenas vém ganhando importincia na vida cotidiana das
pessoas. Se por um lado ndo estd claro os efeitos bioldgicos dos campos magnéticos estaticos,
por outro lado, parece ndo restar dividas que campos magnéticos dindmicos, tal como os
produzidos na estimulacdo magnética transcraniana, promovem efeitos na condutancia dos
neurdnios cerebrais. E bem conhecido que um campo magnético dindmico influencia a
corrente elétrica neuronal. Este efeito tem sido utilizado no controle de doencas neuroldgicas
e psiquidtricas. Segundo a fisica cldssica (Lei de Ampere), a existéncia de uma corrente
elétrica estd associada a existéncia de um campo magnético. Portanto, por defini¢do, o
neurdnio gera um campo magnético intrinseco, resultado do fluxo de carga que atravessa um
canal i6nico da membrana da célula, fendmeno ja comprovado experimentalmente. Apesar
disso, nao existem dados sobre a influéncia do campo magnético neuronal na transmissdo do
impulso nervoso. De fato, a ideia de que a transmissao neuronal seja um fendmeno puramente
elétrico é um paradigma. Dados preliminares de nosso laboratério demonstraram que a
administracdo intratecal de nanoparticulas muito magnetizadas, mas ndo as pouco
magnetizadas, diminuiram o limiar nociceptivo mecanico da pata de ratos. Este efeito ndo foi
revertido pela prévia administracio sist€mica de anti-inflamatério (dexametasona). Uma vez
que a administra¢do intratecal de nanoparticulas magnetizadas aumentou a sensibilidade
mecanica da pata de ratos quando comparadas a administracdo de nanoparticulas ndo-
magnetizadas e considerando que, teoricamente, as nano particulas magnetizadas teriam efeito
apenas em um campo magnético existente, estes resultados sugerem que o campo magnético
neuronal talvez tenha um papel na transmissao neuronal. Portanto, o objetivo deste estudo foi
tentar demonstrar que a alteracao no limiar nociceptivo mecanico induzido pela administracao
intratecal de nano particulas magnéticas estd relacionada a perturbacdo do campo magnético

neuronal.



Abstract

The interference between external magnetic fields and organisms is not new, although,
the role of the intrinsic magnetic field (originated by the neuron) remains unclear. This study
aimed at investigating whether a probable disturbance of the intrinsic magnetic field would
have any role in nociception. Highly and poorly magnetic rGO were injected intrathecally in
rats. Electronic Von Frey tests showed that highly magnetic rGO induced more intense
hyperalgesia compared with poorly magnetic rGO. Furthermore, the number of KCI (15 mM)
responsive DRG-neurons incubated with highly magnetic rGO was greater than the number of
responsive cells incubated with poorly magnetic rGO. Capsaicin tests showed that animals
injected with highly magnetic rGO were more sensitive to capsaicin comparing to those that
received poorly magnetic rGO. The data presented in this study suggest that, somehow, the
presence of magnetic nanoparticles in the subarachnoid space of rats disturbs the intrinsic
magnetic field, leading to a consequent increase in nociception. This conclusion, by itself,
opens an important field of investigation and accredits new and deeper investigations on

millenary magnetic therapies used by eastern societies.
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Objetivos

Este trabalho teve como objetivo principal:

Investigar se o componente magnético do campo eletromagnético neuronal possui papel

na transmissao neuronal.

E ainda:

Avaliar os possiveis efeitos da perturbacdo do campo magnético neuronal, através da

administracao de nanoparticulas magnetizadas e ndo magnetizadas, na nocicepcao.
Avaliar a presenga de TNF-a nos sitios de administragdo das nanoparticulas.

Investigar os possiveis efeitos das nanoparticulas magnéticas sobre a fisiologia dos

canais de cdlcio dependentes de voltagem.

Mecanismo de ag¢do envolvendo magnetismo e a resposta nociceptiva.
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1. Introducdo

Com o advento da tecnologia, estamos expostos a diversos novos fatores fisicos,
quimicos e bioldgicos. Alguns dos efeitos desses novos agentes sobre os organismos ainda
nao estdo muito bem caracterizados e, por vezes, ainda desconhecidos. Os campos
eletromagnéticos (CEM), sio um bom exemplo de um fator fisico a que estamos
cotidianamente expostos e ainda ndo sabemos quais os riscos ou beneficios dessa interagdo.
As ondas eletromagnéticas estdo presentes em todo lugar: casa, escritério, inddstria, e,
sobretudo, perto das redes de transmissdo de energia elétrica. Conforme discutido no manual
publicado pelo National Institute of Environmental Health Sciences em 2002; os potenciais
riscos derivados dessa exposi¢do exagerada ainda nido foram completamente desvendados.
Conforme a intersec¢do entre o homem e os diversos CEM vem crescendo, a preocupagdo em
entender como essa interacdo se desenrola também tem recebido maior atengdo por parte da
comunidade cientifica. Um dos tipos de CEM que mais chamam a atencdo € o campo
magnético dindmico de baixa frequéncia (30-60 Hz), cuja origem se d4, entre outras, na
transmissdo da energia elétrica de alta voltagem por fios condutores expostos em torres de
transmissdo. Estes CEM carregam uma quantidade muito baixa de energia e, portanto, nao
exercem efeitos térmicos ou ionizantes relevantes, porém pouco se conhece sobre as
consequéncias da superexposicdo a eles. Alguns estudos ji relataram efeitos adversos em
animais [1]: mudangas de comportamento [2], interacdo com a atividade enzimatica [3] e
sintese e producdo de neurohorménios [4]. Além dos efeitos supracitados, destaca-se a
associagdo feita entre doenca de Alzheimer e a superexposicdo a campos magnéticos de alta
intensidade [5]. Os estudos acerca dos efeitos bioldgicos dos campos magnéticos geram
discussdo e muita curiosidade e parecem, ainda, estar longe do fim. Kay e Venkatraman, em
estudos distintos, relataram uma relacdo entre a alteracdo do campo magnético da terra e o
nimero de convulsdes e internagdes em hospitais psiquiatricos [6, 7], ademais, foi também
relatado que individuos mantidos em bunkers isolados magneticamente (inclusive do campo
geomagnético), tiveram seus ciclos circadianos comprometidos e desordenados e que o
mesmo era restabelecido com pequenas exposicOes a campos magnéticos [8]. Alguns destes
efeitos nos ciclos metabdlicos podem ser explicados pela suposta influéncia dos campos
magnéticos de baixa frequéncia sobre a troca idnica nas membranas plasmadticas, sobretudo,

na dindmica dos fons Na*, K* e Ca>* [9].
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E importante lembrar que campos magnéticos dinimicos induzem correntes
elétricas em um sistema onde haja condutancia elétrica e ndo ha didvidas que a corrente
elétrica induzida por movimentagdes idnicas € a base do funcionamento das células excitaveis
do organismo, tal como os neurdnios. O campo magnético dinamico, aquele formado, por
exemplo, pela alternincia dos polos de uma bobina de uma usina hidroelétrica, gerando assim
corrente elétrica, difere do campo magnético estdtico, aquele formado entre dois polos de um
ima. Embora o eletromagnetismo seja uma drea da Fisica que ainda gere muitas ddvidas
quando comparada a eletricidade, ndo nos atemos ao detalhamento fisico e matemético das

propriedades eletromagnéticas neste trabalho.

Baseada nas propriedades do campo magnético dindmico, a estimulagdo
magnética transcraniana (EMT) tem sido usada como ferramenta no tratamento e diagndstico
de doencas neuroldgicas e distirbios psiquidtricos. A EMT foi introduzida por Barker em
1985 [10] e desde entdo vém ganhando importancia por ser um método relativamente barato,
simples e mecanicamente ndo invasivo. A EMT tem sido utilizada no diagndstico e
tratamento de epilepsia [11] e Parkinson e estudos t€m sido realizados para validar o seu uso
no tratamento de depressdo [12]. Embora estes estudos deixem claro que um campo
magnético externo pode modular a atividade neuronal, isso ndo permite concluir que os
campos magnéticos formados pela propria transmissdo neuronal (Lei de Ampére e base
tedrica deste trabalho) possuem alguma implicacdo neurofisiolégica, mesmo porque, como
descrito anteriormente, por definicdo, um campo magnético dindmico altera as propriedades
elétricas do neurdnio. Cabe ressaltar que a vantagem da aplicagdo de um campo magnético
para modular as propriedades elétricas do neur6nio €, sobretudo, o fato deste interagir com a
resposta neuronal e induzir seu efeito proporcionalmente a atividade do neurdénio, o que ndo

aconteceria se fosse aplicado diretamente um estimulo elétrico.

Contudo, os mecanismos biolégicos pelo qual a EMT influencia a atividade
neuronal ainda nio estdo inteiramente compreendidos. Tem sido sugerido que muitos dos
efeitos ja descritos, sendo todos, seriam decorrentes de perturbagdes nos niveis de cdlcio
intracelular, provavelmente por modulacio da atividade dos canais de cédlcio dependentes de
voltagem encontrados nas sinapses neuronais [13]. Estes canais de cdlcio parecem ser mais
sensiveis as alteracdes induzidas por estimulagdes magnéticas de baixa frequéncia [13]. Estes
dados sugerem a extrema importancia de se compreender melhor este tipo de interacdo. O
célcio é o mensageiro secunddrio mais comum do sistema nervoso. Algumas poucas funcdes

neuronais nao envolvem o célcio, direta ou indiretamente, portanto, a regulacdo e controle dos
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niveis intra e extracelulares de cdlcio sdo de fundamental importancia para a homeostasia do
sistema nervoso. Os canais de célcio, portanto, sdo imprescindiveis para o correto
funcionamento celular e qualquer modificagdo sobre eles geram consequéncias fisioldgicas,

tais como alteragdes na expressdo génica e sinapses [14].

De acordo com as propriedades eletromagnéticas, estes campos magnéticos
externos ao organismo poderiam influenciar o campo elétrico neuronal, embora a variacido do
potencial de membrana gere uma corrente elétrica (idnica) e consequentemente um campo
eletromagnético. Segundo a Lei de Ampere, quando uma corrente elétrica (movimento de
cargas elétricas) percorre um fio condutor, um campo eletromagnético (B) ¢ formado em uma

determinada regido do espaco a uma certa distincia (r). O campo magnético pode ser definido

- i , . , .. e
ela expressio: B = +— , na qual u é a permeabilidade no vacuo, 1 € a corrente elétrica (ou
2Tr

10nica). Podemos extrapolar essa equagcdo para um neurdnio: quando ocorre um fluxo i16nico
por um determinado canal, por definicdo, um campo eletromagnético é gerado ao redor do
proprio canal. Conceitualmente, o impulso nervoso pode ser interpretado através de equagdes
matemadticas e mensurado por técnicas de eletrofisiologia [15, 16]. Durante muito tempo,
considerou-se que o impulso nervoso seria composto por um fluxo de ions através de uma
célula nervosa, semelhantemente ao que ocorre em um condutor metdlico (fio, por exemplo).
No entanto, as propriedades elétricas dos neurOnios apresentam-se distintas daquelas
verificadas em fios metdlicos, de maneira que a conducao nervosa ocorre de forma mais lenta
e sem mudancgas de magnitude. Esta corrente elétrica neuronal € resultado da alteracdo entre
as cargas elétricas intra e extra-celulares, denominada de potencial de acao [17]. Esta ideia de
um campo magnético sendo gerado a partir da transmissao elétrica neuronal ndo é nova, e foi,
inclusive, comprovada experimentalmente em 1980 por Wikswo e colaboradores [15]. Nervo
ciatico de sapo (Rana Catesbiana) foi coletado e imerso em solucdo fisioldgica aerada,
solucdo de “Ringer” e entdo estimulado eletricamente na por¢do proximal enquanto um
eletrodo captava o potencial de acdo em sua porcao distal ou vice-versa. Este experimento, ha
quase 3 décadas, permitiu a mensuracdo e a comprovacgdo da existéncia do campo magnético
gerado a partir de um unico neurdnio. Este registro utilizou o superconducting quantum
interference device (SQUID), o qual detecta mudangas no fluxo magnético. Para um tnico

neuronio, um campo magnético de intensidade de 70 pT e duracdo de 1 ms foi registrado [15].

Desde o inicio do século 18, cientistas vém estudando a natureza elétrica da

propagacdo do impulso nervoso. Algumas técnicas derivaram deste interesse cientifico, como
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por exemplo o eletrocardiograma, a eletromiografia e o eletroencefalograma. Ao contrério, o
estudo da natureza magnética da transmissdo neuronal € dificultado pela falta de recursos
técnicos, e, portanto, ndo € tdo difundido, porém, as técnicas de magnetocardiograma e
magnetoencefalograma propiciaram o ‘“casamento” entre o conhecimento tedrico da fisica
classica e os fendmenos bioldgicos. Nos ultimos anos, apenas uma técnica que mensurasse a
natureza magnética da propagacdo de um impulso nervoso foi descrita: a sonda de corrente
neuromagnética (neuromagnetic current probe) [15, 18], por outro lado, o interesse nos efeitos
causados no organismo pelo magnetismo tem crescido enormemente, sobretudo, devido aos
efeitos observados. Foi descrito que campos magnéticos de baixa frequéncia influenciam a
abertura de canais i6nicos (K*, Na* e Ca*) [9], a exposicdo aguda a campos magnéticos de
baixa frequéncia diminuiram o efeito analgésico de opidides [19]. Animais expostos a campos
magnéticos de baixa frequéncia apresentaram alteragdes no ritmo diurno do limiar de dor por
interferéncia no sistema associado com o ciclo claro-escuro do ambiente [20], outro estudo
demonstrou que a exposicdo de camundongos aos campos magnéticos de baixa frequéncia

induziu hiperalgesia térmica [21].

Hoje, existem técnicas j4 bastante difundidas para o diagndstico e tratamento de
doencas do sistema nervoso, uma delas € a estimulacdo magnética transcraniana, porém, é
importante ressaltar que esta técnica permite apenas inferir a respeito do campo magnético
gerado por uma fonte magnética externa ao neurénio (uma bobina € posicionada préxima ao
cérebro do paciente). O campo eletromagnético, que aqui chamamos de “intrinseco”, e que €
originado a partir do proprio neurdnio, ainda permanece na sombra. Muito pouco se
questionou ou se estudou a respeito de sua importincia, funcionamento ou efeitos, embora,

teoricamente, ele possa ter uma influéncia na transmissao neuronal.
Os “nano-imas”

Com o surgimento da nanotecnologia, que utiliza recursos disponiveis da
engenharia para a manipulagdo de atomos e moléculas com a finalidade de formar novos
. ~ o, . _9 ’ ~ P

produtos com dimensdes manométricas (10~ m), tornou-se possivel a obten¢do de materiais

em escalas manométricas (nanomateriais).

Um dos mais promissores nanomateriais € o 6xido grafeno reduzido (rGO),
importante devido as suas propriedades quimicas, fisicas, eletrOnicas, Opticas, térmicas e
mecanicas Unicas [22]. Devido a essas caracteristicas, os grafenos sdo largamente utilizados

em diversos ramos de atividade: tecnologia de energia, nano-eletronica, sensores e também
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em pesquisas biomédicas [23]. O desenvolvimento de grafenos, sobretudo, aqueles com
propriedades ferromagnéticas nos inspirou a pensar numa maneira de se tentar investigar um
possivel papel do campo magnético “intrinseco” na conducdo do estimulo nervoso: A
administracio de nanoparticulas ferromagnéticas (nano-imas) no espago subaracnoide de ratos
(administragdo intratecal — i.t) acarretaria algum efeito sobre o limiar mecanico de retirada da
pata de ratos? A mesma resposta seria observada para materiais menos magnéticos? O
magnetismo intrinseco do material interferiria com o campo magnético intrinseco e geraria

alguma resposta?

Recentemente, em nosso laboratério, observamos que nanotubos magnéticos
administrados no espago subaracndide (i.t) da medula espinal de ratos induziam uma alteragdo
significativa no limiar mecanico nociceptivo de ratos. Este mesmo efeito ndo foi observado
quando nanofibras ndo magnéticas eram administradas nas mesmas condi¢cdes experimentais.
Estes resultados, embora preliminares, sugeriam que o campo magnético neuronal intrinseco
podia, de alguma forma, ser perturbado pelo comportamento magnético das nanoparticulas e,
portanto, exercer alguma influéncia na transmissdo do impulso nervoso. E importante ressaltar
que, por definicdo e considerando as leis que regem o eletromagnetismo, a presenca destes
“nano-imas” no meio extracelular de uma fibra nervosa apenas influenciaria a corrente
elétrica por meio de uma interferéncia em um campo magnético existente, ou seja, se a
corrente elétrica (ou campo elétrico) neuronal se formasse independentemente do campo
magnético, estas nanoparticulas provavelmente ndo teriam nenhuma interferéncia no

comportamento dos ratos.

Embora nio se possa descartar qualquer influéncia biolégica dos nanotubos ndo
relacionadas as suas propriedades magnéticas apenas, sugerimos que estes resultados
credenciam estudos mais apurados, dada a importincia cientifica acerca do papel do campo
magnético na transmissdo do impulso nervoso e, também, aos inimeros questionamentos

relacionados a este tema.



2. Materiais e Métodos:

2.1. Esquema tedrico

v
BrGOmag X" “ Action

--------- « Potental

L

No Stimulus +i.t. rGO mag
Stimulus No resposnse Stimulus + it. GO mag
Normal resposnse Increased resposnse

2.2. Sintese do Oxido Grafeno Reduzido

21

Todas as nanoparticulas utilizadas neste estudo foram sintetizadas e caracterizadas

no laboratério do Professor Victor Baranauskas pelo pesquisador Helder Ceragioli da

Faculdade de Engenharia Elétrica e Computacdo da UNICAMP (FEEC).
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O 6xido de Grafeno reduzido foi preparado a partir de uma conversado catalitica,
utilizando um substrato de cobre recoberto com uma solu¢@o de 1ml de polianilina diluida em
dimetilformamida e posteriormente deixado para secar em temperatura ambiente por duas
horas. Sobre o substrato com polianilina foi colocada uma solu¢do de catalisador para o
crescimento dos rGO de 0,2 ml de nitrato de niquel diluida em acetona para o rGO-nm e
solucdo de sulfato ferroso 0,2 mL para rGO-mag. O substrato de cobre foi imerso em um
reator de deposi¢do quimica a partir da fase vapor assistido por um filamento quente
(HFCVD), sendo o reator alimentado por uma fonte de carbono formado pela mistura de
canfora, acetona e 4cido citrico. Esta mistura foi borbulhada por hidrogénio e o vapor
arrastado para o interior do reator. A pressdo no interior do reator foi de 20 Torr, com um
filamento de tungsténio a uma temperatura de 2000°C. A formacao de ambos 6xidos grafeno
reduzidos se deu pelo choque do vapor arrastado para o interior do reator com o filamento
quente, onde os radicais de carbono formados foram depositados sobre o substrato de cobre,
formando, assim, os 6xidos grafenos reduzidos pouco magnéticos, aqui descritos como rGO-

ndo mag ¢ muito magnéticos, aqui descritos como rGO-mag.

2.3. Caracterizacdo dos oxidos grafenos reduzidos (rGO-ndo mag e rGO-mag)

2.3.1. Estrutura do rGO e andlise quimica quantitativa — (HRTEM, FESEM e EDS)

Para as determinagdes morfoldgicas, quimicas, utilizou-se a microscopia
eletronica de Varredura por emissio de campo (FESEM) e Microscopia eletronica de
Transmissao de Alta Resolucdo (HRTEM) para ambos rGO. Para imagens de HRTEM, uma
gota de suspensdo de rGO em acetona (melhora a dispersdo dos rGO) foi depositada em uma
grade pequena de cobre (3 mm de diametro). Os microscopios utilizados foram: FESEM -
Inspect F50 - FEI, operado em 20 kV. Durante a obtencdo das imagens pelo FESEM,
utilizamos o modulo EDS, que € um raio-x de baixa profundidade para a obtengdo das
quantidades relativas de cada elemento quimico da amostra. A microscopia eletronica de
transmissao foi realizada utilizando-se o microscépio HRTEM-JEOL 3010, operado em

300KV com filamento Labe.

2.3.2. Medidas de tamanho e potencial zeta dos oxidos grafenos reduzidos (rGO)
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A técnica de Dynamic Light Scattering (DLS) foi usada para medir o diametro
hidrodindmico e o indice de polidispersividade dos o6xidos grafenos reduzidos com o
equipamento ZetaSizer Nano ZS 90 (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire/UK), a 25 °C,
angulo de 90 °, usando-se tubos de poliestireno com 10 mm. O potencial zeta foi medido com
0 mesmo instrumento e capilar de mesmo tamanho (10 mm). A solucdo contendo os grafenos
(1 mg/mL) foi diluida (1:100) em 1 mL de 4gua ultrapura. Os resultados foram expressos
como as médias de 3 diferentes medidas e na unidade de mV. As medidas de didmetro ndo
fazem sentido para grafenos, uma vez que nio possuem didmetros constantes e, portanto,

foram desprezadas.

2.3.3. Ligacoes quimicas nos rGO - FTIR e Espectroscopia Raman

As medidas de FTIR foram feitas pelo modulo ATR, utilizando-se o equipamento
Bruker — Vertex - 70V. As amostras de rGO, em pd, foram colocadas em um pequeno
quadrado de diamante e uma pequena prensa de forma pontiaguda com ponta de germanio.
Colocou-se as amostras de rGO sobre a grade utilizando-se espatula de aco e aplicou-se uma
pressdo, entdo a leitura foi realizada.

Os espectros de Raman foram realizados com as amostras de rGO em p6 e lidos
em temperatura ambiente, empregando-se um equipamento da Renishaw microRaman com

laser argon, excitagdo (A = 514.5 nm) e poténcia de aproximadamente 6mW.

2.3.4. Avaliagdo das Propriedades Magnéticas de Nanoparticulas de Carbono

Para a avaliacdo das propriedades magnéticas utilizamos um magnetometro
SQUID (Superconducting Quantum Interference Device), modelo MPMS-5 (“Magnetic
Properties Measurements System”) de 5T (tesla) de campo méaximo. As medidas foram

realizadas no laboratério de Materiais e Dispositivos do Instituto de Fisica GlebWataghin
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(IFGW) da UNICAMP do Prof. Dr. Iakov Kopelevitch, pelo pés-doutorando Robson Ricardo
da Silva. Este equipamento fornece a curva de magnetiza¢ao em fung¢do do campo magnético
aplicado (ciclo de histerese magnética).

Em uma temperatura de 310 K, mediu-se o0 momento magnético para diferentes
valores de campo induzido, comecando em zero até um certo valor maximo (Bmix), em
intervalos pré-estabelecidos. Diminuiu-se, entdo, o campo até (— Bmax) €, posteriormente,
aumentou-se até Bmi, formando-se assim um ciclo de histerese (este ciclo completo é

chamado de loop de histerese).

2.4. Animais e Grupos experimentais

Ratos machos Unib: WH com 7 a 8 semanas de idade, pesando entre 220 e 250
gramas, fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biolégica da Unicamp
(CEMIB) foram utilizados para todos os experimentos. Os animais foram mantidos sob
condi¢des controladas de luz (ciclo de 12 horas de claro/escuro) e temperatura (21°C). Os

animais foram separados aleatoriamente nos grupos de estudo.

Os procedimentos de manipulacdo experimental dos animais foram realizados de
acordo com as normas estabelecidas pelo “Comité de Etica para o Uso de Animais de
Experimentacdo” (CEUA) do Instituto de Biologia da Unicamp, sob o nimero de protocolo

29861.
Os animais foram separados, a priori, em 3 grupos:

PEG - animais que receberam administracio i.t. apenas o veiculo das

nanoparticulas
rGO-n3o mag — amimais que receberam administracao i.t. de rGO-ndo mag.

rGO-mag — animais que receberam administracao i.t. de rGO-mag.
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A dinamica experimental se deu de acordo com o esquema abaixo:

ambie‘ntagﬁo ‘ V.F 30’ ‘ ‘ V.F1 hr‘

V.F basal
+i.t

V.F = von Frey Eletrénico

i.t =inje¢do intratecal

2.5. Administragdo intratecal (i.t.)

O método de administragdo intratecal direta descrita por Papir-Kricheli e colegas
em 1987 foiligeiramente modificado, de acordo com trabalho publicado por Mestre e
colaboradores, 1994 [24]. Apds tricotomia dorsal na altura das cristas iliacas, os animais
foram anestesiados, por via inalatdria, induzida por isoflurano (Forane, Abbott Laboratérios
do Brasil Ltda.) e posicionados em dectbito ventral sobre um cilindro, para que sua regido
lombar ficasse hiperfletida. Em seguida, uma agulha para insulina BD Ultra-Fine® 30U
(29G) contendo as nanoparticulas GO ou veiculo (polietilenoglicol, (Quemis Industria
Quimica do Brasil Ltda)) foi inserida no espaco subaracnoide, entre as vértebras L4-L5 (£ 1)
em angulo de aproximadamente 45°, e o volume de 20 pl injetado. A correta localizacdo da
punc¢do no espaco subaracnoide pode ser verificada pela observagdo de um reflexo na cauda

do animal (flinch caudal).
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2.6. Estimualacdo nociceptiva mecdnica e quimica.

Estes testes foram realizados para estudarmos a sensibilizacdo dos neurdnios

nociceptivos ap6s a administracdo de nanoparticulas magnetizadas e ndo-magnetizadas.

O uso de Von Frey eletronico € um método utilizado para avaliar
hipernocicep¢do. Esse método foi adaptado para um equipamento eletronico usado
inicialmente em humanos [25] e posteriormente adaptado para ratos [26]. No presente
trabalho, os experimentos foram realizados com um analgesimetro eletronico (EFF 301
Analgesimetro Digital, Insight, Brasil), que consiste em um transdutor de for¢a conectado a
um contador digital que expressa forca em gramas (g). Os animais foram colocados em
caixas, cujo assoalho consiste de uma rede de malha igual a 5 mm? de arame niio maledvel de
1 mm de espessura. Os ratos permaneceram nas caixas durante 15 minutos para habituacdo

antes do inicio do teste comportamental.

E aplicada, por entre as malhas da rede, uma forca linearmente crescente no centro
da superficie plantar da pata do rato até que o animal retire a pata estimulada produzindo uma
resposta caracterizada como sacudida (“flinch”). Os estimulos foram repetidos por até seis
vezes, em geral, at€ que o animal apresente 3 medidas consecutivas similares com uma clara

resposta de “flinch” ap6s a retirada da pata.

O limiar mecanico de retirada da pata, expresso em gramas (grama-forca), €
medido no tempo 0 ou também chamado basal (antes da administracdo das nanoparticulas ou

veiculo) e 30 minutos apds a administragao.

Para a estimulagdo quimica da resposta nociceptiva comportamental com
capsaicina, os animais foram colocados em uma caixa de madeira com espelho em 3 faces e
fechada por vidro na face anterior, propiciando uma visdo completa do animal. Capsaicina
intraplantar (0,5 pg/pata) foi injetada na area central da pata traseira e o nimero de flinches,
comportamento estereotipado de dor em ratos, foi contado e registrado por 5 minutos,

imediatamente apds a injecao.
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2.7. Antagonistas (CGS 19755 e Benidipine)

CGS 19755 (TOCRIS, USA), antagonista dos receptores de NMDA foram
administrados intratecalmente em uma dose de 1 nM em 20 puL de solu¢do por rato, 5 minutos
apo6s a administragdo das nanoparticulas magnéticas e ndo magnéticas, como descrito na secao

“administracdo nanoparticulas”, acima.

O Benidipine (TOCRIS, USA), antagonista de canais de célcio dependentes de
voltagem (L, N e T) foi administrado via intratecal antes da administra¢do das nanoparticulas
e utilizando-se o mesmo material e a mesma técnica descrita para as mesmas. Dose de 300ng

em 20 uL de volume total por animal.

2.8. Teste de capacidade motora — Rotarod

Este teste foi realizado para verificarmos a influéncia das nanoparticulas
magnetizadas na capacidade motora de ratos. O aparato consiste basicamente de 4 barras
giratdrias separadas por 5 paredes permitindo que sejam testados 4 ratos simultaneamente. As
barras giram em torno de um angulo fixo a uma velocidade constante. Abaixo de cada uma
das barras encontra-se uma plataforma que desligard o contador no momento em que o animal
cair sobre a mesma. O procedimento serd realizado de acordo com o modelo descrito por
Tsuda et al. (1996). Os ratos foram colocados na barra giratéria e o tempo de permanéncia
medido. Os animais passaram por esse treino imediatamente apds a medicdo por Von Frey

(aproximadamente 30 minutos apos a administracdo das nanoparticulas).
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2.9. Influéncia das nanoparticulas magnéticas na cinética do cdlcio intracelular em

cultura de neuronios do ganglio da raiz dorsal.

Esta andlise por fluorescéncia da cinética da concentracdo relativa de célcio
intracelular foi realizada para verificar uma possivel influéncia das nanoparticulas
magnetizadas e ndo magnetizadas nos canais de cdlcio dos neurdnios do ganglio da raiz
dorsal. As células neuronais foram incubadas em solu¢do de Hanks contendo 5 mM de Fluo4-
AM (Invitrogen) e 1% de powerload (Invitrogen) por 30 minutos. Apds este periodo, uma
camara de perfusdo (Warner Instruments) foi inserida na placa de cultura contendo as células.
Este conjunto foi, entdo, colocado em um microscopio invertido (Leica DMI6000) equipado
com iluminacdo para epi-fluorescéncia (excitacdo 480nm, supressdo 527/30nm) e uma camera
digital para captura de imagens. As culturas de células foram perfundidas com solugdo de
Hanks em diferentes molaridades de KCl; 5 mM, 15 mM e 50 mM respectivamente, sendo o
fluxo de perfusdo de 3 ml/minuto (ocorrendo uma troca completa da camara de perfusdo a
cada 3 segundos). Imagens foram adquiridas a cada 1 segundo e os dados compostos pelo
nimero de células responsivas ao Hanks 15 mM de KCI em relacdo ao total de células vidveis
e responsivas ao Hanks 50 mM de KCI em trés situagdes distintas: quando as células foram
incubadas com DMEM+rGO-nm ou DMEM+rGO-mag por aproximadamente 30 minutos ou

quando incubadas apenas com veiculo (DMEM).

2.10. Marcagao do grafeno (rGO-mag) com o corante PKH26

Para a marcacdo dos grafenos rGO-mag e rGO-nm, foi utilizado o kit para
coloragao PKH26PCL (Sigma Aldrich, USA), [27]. O kit contém o corante PKH26, que é um
corante vermelho fluorescente, atéxico e hidrofébico, e o Diluent C, que é um diluente
especifico para essa marcagdo. Os rGO foram primeiramente diluidos em Diluent C, que é

especifico para esta marcagdo, e posteriormente o corante PKH26 foi acrescentado. Os
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grafenos, juntamente com o fluoréforo, foram incubados em temperatura ambiente por 5
minutos e em seguida centrifugados a 31.000 rpm durante 3 horas a 4°C. Apéds a
centrifugacdo, os rGO-PKH26 foram lavados com PBS e centrifugados por 5 minutos a 1500

rpm para retirada do excesso de corante e ressuspendidos em PBS para a posterior utilizagao.

2.11. Internalizagdo do grafeno (rGO-mag) pelas células do DRG

Células do DRG foram cultivadas em microplacas de cultura de 24 pocos na
concentracdo de 1x10° células/ml, na temperatura de 37°C, em estufa com sistema de CO; a
uma concentracdo constante de 5%. Posteriormente, foram adicionados aos pocos 10 pg/mL
de NT-PKH26 e incubados em estufa com sistema de CO; a temperatura de 37°C. A andlise

da internalizacdo foi realizada por dois métodos: microscopia confocal e citometria de fluxo.

2.12. Microscopia confocal

Para preparacdo das laminas, as células foram incubadas sobre laminulas de
vidro juntamente com os grafenos corados. Apds as 24 horas de incubacdo, as laminulas
foram entdo fixadas com paraformaldeido 4% e lavadas com PBS. Para montagem, utilizou-se
o corante nuclear TOPRO na dilui¢do 1:100. As laminas foram examinadas no microscopio
confocal Zeiss LSM 510 Meta, no mesmo dia da montagem. O laser Argon 488-nm foi usado

para a excitagcdo do corante PKH?26.



30

2.13. Citometria de fluxo

Células do DRG foram cultivadas em microplacas de cultura de 24 pocos na
concentracdo de 1x10° células/ml, na temperatura de 37°C, em estufa com sistema de CO; a
uma concentracio constante de 5%. Posteriormente, foram adicionados aos pocos 50 pg/mL
de NT-PKH26 e incubados em estufa com sistema de CO a temperatura de 37°C. A andlise

da internalizacdo foi realizada por dois métodos: microscopia confocal e citometria de fluxo.

2.14. Citotoxicidade por MTT

Este ensaio baseia-se na medida do dano induzido pelo rGO no metabolismo
celular de glicideos, usualmente através da avaliacdo da atividade de desidrogenases
mitocondriais. A viabilidade mitocondrial, e conseqiientemente, a viabilidade celular, €
quantificada pela reducio do MTT para formazan. Dessa forma, a redu¢cdo do MTT para
formazan, serd diretamente proporcional a viabilidade celular.

Células do ganglio da raiz dorsal (DRG) foram incubadas em placas de cultura de
96 pogos em uma densidade de aproximadamente (5 x 10* células) por 24 horas. Apés este
periodo, as células foram tratadas com os grafenos (rGO-mag e rGO-nm — utilizando-se uma
concentracdo dez vezes maior do que a utilizada nos testes in vivo) e com o controle DMEM e
deixadas na estufa (37°C e 5% CO») por 3 horas. Apds as 3 horas, o meio de cultura foi
retirado de todos os pocos e lavados 2 vezes com 200 pul de PBS estéril (37°C), garantindo a
lavagem e consequente retirada completa dos grafenos. Em seguida, 100ul da solugdo de
MTT (0,5mg/mL) foi adicionada e as células incubadas por 2 horas. Apds o periodo de
reacdo, o MTT foi retirado e 100 100ul de DMSO puro foi adicionado. Apds estes
procedimentos, a placa foi levada ao leitor de ELISA configurado para leitura em 540 nM.

Os calculos foram realizados calculando-se a média de absorbancia de todos os
testes e subtraindo-se o valor dos brancos. O valor obtido pela subtragdo da média dos

controles pela média dos brancos foi considerado como 100% de células vidveis.
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2.15. Nivel de TNF-a na medula espinal

Uma hora apés a administracdo intratecal de ambos rGO, a medula espinal foi
coletada e imediatamente colocada em nitrogénio liquido e posteriormente transferida para
um ultrafreezer de -80°C. O tempo de coleta foi definido por ser o tempo relativo ao pico de
hiperalgesia induzido pelos rGO. Todas as amostras foram pesadas e colocadas em tubos de 2
mL com tampao apropriado para homogeneizacao. O homogeneizador de tecidos “Fast Prep”
(MP Biologicals, USA) foi utilizado para a completa homogeneizacdo dos tecidos. Os niveis
de TNF-a foram medidos pelo kit Duoset (R&D, USA) seguindo os passos descritos pelo

fabricante. Os resultados foram expressos em picogramas por grama de tecido (pg/g).

2.16. Analise Estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada com o auxilio do programa
GraphPadPrism 5.0 e os resultados foram representados como a média + erro padrdo da
média em grupos de 5 a 10 ratos. As diferencas entre os grupos experimentais foram
comparadas utilizando-se a andlise de variancia de uma via (one-way ANOVA) e duas vias
(two-way ANOVA). Em seguida, foi realizado o teste de comparagdes multiplas de Tukey e
Bonferroni para se obter comparagdes pareadas. O nivel de significancia estabelecido foi

p<0,05.
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3. Resultados

3.2. Caracterizacdo fisico-quimica e magnética de rGO-mag e rGO-ndo mag

3.2.1. Microscopia eletronica de Varredura e Transmissao (FESEM e HRTEM)

A caracterizacdo fisico-quimica e magnética das nanoparticulas utilizadas neste
estudo € de suma importancia pois a ideia principal do trabalho reside na premissa que a tnica
diferenca existente entre rGO-mag e rGO-ndo mag seja 0 magnetismo e ndo suas propriedades
fisico-quimicas. Para verificarmos a morfologia dos rGO, FESEM e HRTEM foram

realizadas, como demonstrado na figura 1, painéis A, B, C, D e E.
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Figura 1: Os paineis A e B mostram, respectivamente, a estrutura externa em folhas (“ranosheets”) dos grafenos
rGO-ndo mag e rGO-mag pela microscopia eletrdnica de varredura por emissdo de campo (FESEM). Os painéis
C e D mostram, respectivamente, a ultraestrutura das folhas “nanosheets” dos rGO pela técnica de microscopia

eletrdnica de transmissao de alta resolugcdo (HRTEM). O painel E representa a ultraestrutra das folhas de rGO.

3.2.2. Composicdo quimica elementar dos rGO - Energy-dispersive X-Ray
Spectroscopy (EDS)

Para a determinacao dos elementos quimicos presentes em ambos rGO, utilizou-se
a microscopia de transmissdo em modos de imagem de campo aberto direto e também em
high-angle annular dark field. O EDS foi realizado com uma nanoprobe de 1 mm de
diametro. O espectro foi determinado em comprimento de 1-1,5 micrometro de comprimento,

como mostrado na tabela 1.

Elemento C S Fe w o] Ni Cu total
rGO-mag 98,9 0,02 0,56 0,47 - - - 100%
rGO-ndo mag 96,04 - - - 3,6 0,06 0,3 100%

Tabela 1: Composi¢do quimica de rGO-mag e rGO-nao mag obtida por EDS.

3.2.3. Determinacdo da carga de superficie das nanoparticulas (zeta potential)

O conhecimento da carga de superficie de um material € de extrema importancia
para a determinacdo de seu comportamento em uma dada dispersdo. A interface entre o
material e o meio possui cargas elétricas que podem acarretar instabilidade (agregacdo e

floculacdo) ou estabilidade (mantendo o material “livre”, sem granulos). Estes valores sdo
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dados pela andlise de potencial zeta. A tabela 2 mostra os valores do potencial zeta de cada

um dos grafenos utilizados, rGO-nao mag e rGO-mag.

AMOSTRA  POLIDISPERSIVIDADE POTENCIAL ZETA

(Mv)
rGO-niao mag 0,535 -7,79+ 0,36
rGO-mag 0,431 -10,7 £0,40

Tabela 2: Medida do didmetro médio de rGO ndo mag e rGO-mag em solug¢do completa de Hanks. Indice de
polidispersividade de rGO-ndo mag e rGO-mag em solucdo completa de Hanks. Indicagdo da média dos 3
valores do potencial zeta para rGO-ndo mag e rGO-mag em mV. O rGO-ndo mag possui carga de superficie de
— 7,79 mV e o rGO-mag possui carga de superficie de -10,7 mV, o que determina instabilidade na solugdo

medida (Hanks).

3.2.4. Espectroscopia Raman e espectroscopia Raman com transformada de

Fourier

Para se demonstrar quais tipos de ligacdo quimicas estdo presentes em cada uma
das amostras, a espectroscopia Raman e a espectroscopia de Raman com transformada de
Fourier do 6xido grafeno reduzido pouco magnético (rGO-ndo mag) e do oOxido grafeno

reduzido muito magnético (rGO-mag) foram realizadas, como demonstrado pela figura 2.
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Figura 2- Espectroscopia Raman e Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) de
rGO-nm (A, C) e rGO-mag (B, D). Para ambas as amostras (rGO-ndo mag e rGO-mag) foram observados picos
nas regides de banda atribuidas as nanoparticulas de carbono (1350cm™ e 1590cm™). Os gréficos de
transmitancia (FTIR), figuras C e D mostram, respectivamente, a ligacio C=C de vibragdo de grupos aromaticos
do oxido de grafeno reduzido (rGO), baixa concentragdo de oxigenio em 1384 cm™' de C-O, vibragio de grupo
epoxy e C-O, vibracdo de grupo Alkoxy e a vibracdo e deformacdo de O-H (3418 cm™). A figura D demonstra
regides de banda atribuidas as ligagdes C-C (grupo fenil) (1577/89cm™) e ligagdes C=C (1622/cm™") e C=0
(grupo uracil) (1632/4cm™).

3.2.5. Avaliacao das propriedades magnéticas (Curvas / Ciclos de Histerese)

Ap6s a demonstracdo da similaridade quimica e morfolégica entre rGO-mag e
rGO-nm, decidimos comparar o comportamento magnético de cada um dos grafenos
utilizados. A figura 3 representa a curva de histerese das nanoparticulas rGO-ndo mag e rGO-
mag, evidenciando suas propriedades magnéticas em diferentes intensidades de campo

magnético induzido.
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Figura 3 (A e B): ciclo de histerese dos grafenos testados (rGO-ndo mag e rGO-mag). A quantidade de massa
magnetizada por grama de material em um determinado campo magnético induzido é aproximadamente 35 vezes
maior para o rGO-mag em relagdo ao rGO-ndo mag. Por se tratar de um ciclo, os valores negativos devem ser

interpretados em médulo. A temperatura foi estabelecida em 310 K (temperatura ambiente).

3.3. Resposta nociceptiva comportamental induzida por estimulo mecdnico ou quimico em ratos

tratados com rGO-mag ou rGO-ndo mag

Como mostrado na figura 4, painel A, a administracio intratecal de rGO-mag
induziu uma resposta nociceptiva maior se comparada com rGO-ndo mag, tanto frente ao
estimulo mecanico (figura 4, A) quanto quimico (figura 4, C). O limiar mecanico de retirada
da pata (figura 5) foi medido usando-se o teste de von Frey eletronico (A = valores 1 hora
apos a injecdo intratecal subtraido dos valores basais). Apds os testes iniciais, avaliamos ainda
se a quantidade de nanoparticula administrada interferiria com a resposta observada. A figura
4, painel B, representa a diminui¢cdo do limiar mecéinico de retirada da pata dos ratos
administrados com 4 concentracdes diferentes de rGO-mag (0,001; 0,1; 0,5 e 1 pg/uL). PEG

utilizado como veiculo para todas as concentragdes testadas.

A resposta nociceptiva induzida por estimulo quimico (capsaicina intraplantar) foi
avaliada pelo numero de flinches de pata (comportamento de dor estereotipado) observados
num intervalo de 5 minutos, imediatamente apds a administracdo de capsaicina, conforme

mostrado na figura 4, painel C.
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3.4. Efeito da incubacao com rGO-mag ou rGo-ndo mag na dindmica do Ca**

intracelular em culturas de células do DRG:

Também foi investigado se as nanoparticulas magnetizadas aumentam a
excitabilidade de neurénios do DRG mantidos em cultura. Como demonstrado na figura 4,
painel D, o nimero de neurdnios que responderam ao estimulo de KCI (15 mM) foi maior
quando as células foram pré-incubadas com rGO-mag comparando com células pré-incubadas

com rGO-ndo mag.
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Figura 4: A administracio de rGO-mag induziu maior aumento de resposta nociceptiva em relagdo a
administracdo de rGO-nm. Painel B representa as respostas para diferentes concentracdes de rGO-mag. As
concentragdes de 0,5 e 1 pg/uL induziram maior efeito que 0,001pug/uL. As concentracdes de 0,5 e 1 pg/uL
mostraram mesma eficiéncia (n=5animais/grupo). Painel C demonstra o nimero de flinches de pata de ratos que
receberam rGO-mag antes do estimulo intraplantar de 0,5 ug/pata de capsaicina. Os ratos que foram pré-tratados
com rGO-mag (i.t) apresentaram maior nimero de flinches de pata em relacdo aos animais que receberam rGO-
ndo mag ou PEG antes da capsaicina (n=5animais/grupo). O painel D apresenta a porcentagem de células

responsivas ao estimulo de Hanks (15mM de K) quando pré-incubadas (30 min) com rGO-mag (72%), tGO-nao
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mag (21 %) e apenas DMEM (18 %). O numero total de células por grupo foi de aproximadamente 120 e o
tempo de exposicdo ao KCl foi de 30 segundos. Oneway ANOVA e teste post hoc de Bonferroni, * p<0,05,
**p<0,01 e *** p< 0,001.

3.5. Resposta nociceptiva comportamental induzida por estimulo quimico em ratos
tratados com Fe (SO4)2:

Como demonstrado anteriormente, a morfologia e a composi¢do quimica do rGO-
mag e rGO-n3o mag sdo essencialmente as mesmas, porém, como mostrado na tabela 1, rGO-
mag possui eventuais tracos de Fe e S, oriundos do (Fe (SO4)»), catalisador utilizado para sua
sintese. O catalizador Ni € utilizado na sintese de rGO-nao mag, por isso é possivel detectar
uma pequena porcentagem em sua composi¢do (tabela 1). Para avaliarmos se a resposta
nociceptiva induzida por rGO-mag seria oriunda da pequena quantidade de ferro presente em
rGO-mag, Fe (SOs)> foi admininstrado por via intratecal nos ratos e a excitabilidade neuronal

foi testada pelo von Frey eletronico, como mostrado na figura 5.
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Figura 5: Teste do limiar mecanico de retirada da pata de ratos injetados (i.t) com 20 uL de veiculo (PEG) e
sulfato ferroso (Fe (SO4)2). Nao houve diferenca entre os grupos veiculo e sulfato ferroso. N=5 animais/ grupo.
Teste t, * p< 0,05.
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3.6. Administragdo de rGO-mag ou rGO-ndo mag nao induzem resposta inflamatoria:

O aumento da excitabilidade neuronal por estimulo nociceptivo pode ser
consequéncia de processos inflamatérios na regido subaracnide e consequente liberagdo de
mediadores inflamatérios que sensibilizam os nociceptores. Portanto, foi averiguado se a
administracdo de rGO-mag poderia aumentar a excitabilidade neuronal em decorréncia
liberacdo de mediadores inflamatérios. Para isso, ratos foram pré-tratados com dexametasona
sistétmica (i.p) uma hora antes da administracdo intratecal (i.t) de rGO-mag e o limiar
nociceptivo mecanico foi medido, conforme indicado na figura 6, painel A. A figura 6, painel
B, representa os niveis da citocina pré-inflamatéria, TNF-a, medida 1 hora apds
administracdo de rGO-mag ou rGO-nio mag. Os painéis C e D representam os niveis de TNF-
a produzidos (lizado celular) e liberados (sobrenadante) por células incubadas com rGO-mag

+ DMEM ou rGO-na2o mag + DMEM por 3 horas, respectivamente:
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Figura 6: A pré administracdo de dexametasona (1 mg/Kg/ml) ndo impediu o aumento da resposta
nociceptiva induzida por rGO-mag, painel A (n=5 animais/ grupo). O painel B mostra os niveis de TNF-a 1 hora
apods a administracio (i.t) de rGO-ndo mag e rGO-mag (n=3 animais/ grupo). Os niveis de TNF-a na medula de
animais que receberam rGO-ndo mag e rGO-mag ndo se elevaram em relagdo aos animais controle (naive). Os
painéis C e D demonstram, respectivamente, os niveis de TNF-a produzidos ¢ liberados (citosélico e
sobrenadante) por células do DRG incubadas por 3 horas com rGO-mag e rGO-ndao mag (n=3 placas/grupo).

Oneway ANOVA e teste post hoc de Bonferroni (* p<0,05 e ** p< 0,01).

3.7. Administragdo de rGO-mag ou rGO-ndo mag nao induzem morte celular — teste de
MTT:

Para se comprovar que a administragdo de rGO-mag ou rGO-ndo mag nio induz
toxicidade as células do GRD, decidimos realizar o ensaio de MTT. Os testes foram
realizados em células do DRG de ratos em cultura. A figura 7 mostra que a incubagdo por 3

horas com rGO-mag ou rGO-ndo mag nao induziu morte celular em células do DRG de ratos.
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Figura 7: Células do DRG incubadas por 3 horas com rGO-ndo mag e rGO-mag (5 pg/uL) ndo
induziram morte celular quando comparadas as células ndo incubadas (DMEM). Oneway ANOVA, e
teste post hoc de Bonferroni. * p<0.05.

3.8. Efeito da administracdo intratecal de Benedipine, um antagonista de canais de
cdlcio dependentes de voltagem (Ca**,) subtipos L, N e T em ratos tratados com

rGO-mag:

Tem sido sugerido que os canais de cdlcio sofram influéncia de campos
magnéticos estéticos e dinAmicos, portanto, averiguamos se o bloqueio dos Ca**y, subtipos L,
N e T, na medula dos ratos afeta a excitabilidade neuronal induzida pela administracdao
intratecal de rGO-mag. A figura 8 representa o limiar nociceptivo mecénico de ratos tratados

com rGO-mag e pré-tratados Benedipine (300 ng):
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Figura 8: A administracao (i.t) do bloqueador de canais de célcio dependentes de voltagem L, N e T (Benidipine
300 ng). O aumento da resposta nociceptiva é eficazmente diminuido apds a administracdo de benidipine em
relacdo ao grupo rGO-mag e ndo apresenta diferenga significativa em relacdo ao grupo controle PEG (n= 5

animais/grupo). Oneway ANOVA, teste post hoc de Bonferroni. * p<0,05.

3.9. Efeito da administracdo intratecal do antagonista seletivo de receptor NMDA (CGS
19755) em ratos tratados com rGO-mag:

Como o resultado anterior sugere que o aumento da excitabilidade neuronal
induzida pela administracio de rGO-mag envolve um aumento da atividade sindptica de
neurdnios nociceptivos com consequente aumento da liberacdo de glutamato na medula
espinal, verificamos se os receptores de NMDA estariam envolvidos no aumento desta
resposta nociceptiva. CGS 19755 (1 ng/20 uL) foi injetado por via intratecal 5 minutos antes
da administragdo de rGO-mag ou rGO-ndo mag. Como mostrado na figura 9, a administragao
de CGS 19755 aboliu completamente a diminui¢do do limiar nocieptivo mecanico, 30

minutos apds a administracdo intratecal de rGO-mag.
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Figura 9: A administragdo de CGS 19755 (1 ng — i.t), um antagonista de receptor NMDA, foi capaz de prevenir
completamente, de forma dependente do tempo, o aumento da resposta nociceptiva induzida pela administragdo
de rGO-mag. A administragdo de CGS 19755, sozinha, ndo alterou o limiar mecanico de retirada da pata basal

dos ratos (n=5 animais/ grupo). Two-way ANOVA. * p < 0,05; ** p <0.01 e *** p <0.001.

3.10. Internalizagdo do rGO por células do DRG (citometria de fluxo e

miscroscopia confocal):

3.10.1. Avaliacdo do tamanho e granulosidade (Citometria de fluxo)

De acordo com os resultados mostrados anteriormente, o aumento da
excitabilidade neuronal induzido pela administracdo de rGO-mag € de curta duracdo. Além
das caracteristicas fisicas dos rGO, existem relatos de células do DRG internalizando rGO.
Decidimos, portanto, avaliar a granulosidade de células do DRG mantidas em cultura por 24
horas e incubadas com rGO-mag. A figura 10 mostra a citometria de fluxo comparando
c€lulas incubadas com rGO-mag (B) por 24 horas e células controles, incubadas apenas com
meio DMEM (A) em relagdo ao tamanho e granulosidade. O mesmo resultado € apresentado
na forma de histograma, onde se encontra expresso o nimero total de células no pico maior
(62,9% para DRG e 48,6% para as DRG+rGo-mag. O deslocamento do gréifico para a direita
expressa a complexidade e granulosidade (SSC) das células do DRG. O histograma da figura
B mostra que o nimero absoluto de células que apresentam granulosidade aumentou de

22,8% para 38,5%, sugerindo a internaliza¢do do rGo-mag pelas células da DRG.
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Figura 10: Citometria de fluxo demonstrando a porcentagem de células incubadas com rGo-mag
(B) por 24 horas e células incubadas com DMEM (A) em relagdo ao tamanho e granulosidade. A figura B

demonstra aumento na granulosidade das células vidveis do DRG (52,6%) que foram incubadas com rGO-mag,

2

quando comparada as células incubadas com DMEN (45,4%). O mesmo é apresentado em histograma,

expressando o niimero total de células no pico maior (62,9% para DRG e 48,6% para as DRG+rGo-mag).

3.10.2. Avaliagdo da internalizacdo (microscopia confocal)

A figura 11, painel A, representa o nucleo de diferentes tipos celulares corados
com corante TOPRO (azul) (A). O painel B mostra rGO-mag corado com PKH-26 (vermelho)
e o painel C mostra a sobreposi¢ao das imagens A e B, evidenciando a presenca de rGO-mag
dentro de diferentes tipos celulares em cultura de células de DRG (ginglio da raiz dorsal)

apos 24 horas de incubac¢ido com rGO-mag.



45

Figura 11: imagem de diferentes células do DRG internalizadas com rGO-mag (vermelho) apés 24 horas de
incubacdo com rGO-mag. Os nicleos aparecem corados em AZUL. Emissdo em 555 nm e excitagdo em 543 nm.
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4. Discussdo

Por defini¢do os neurdnios estimulados produzem um campo eletromagnético.
Embora modula¢des magnéticas e aplicacdo de campos magnéticos dinamicos no Sistema
Nervoso central tenham sido usadas com fins terapéuticos, nada se conhece sobre um possivel
papel fisiol6gico do componente magnético do campo eletromagnético neuronal na sua
excitabilidade. Neste estudo, foram realizadas estratégias experimentais que pudessem
indicar ou sugerir alguma funcdo do campo magnético neuronal (campo magnético

“intrinseco” ) na condug¢do das fibras nervosas.

De fato, existem rarissimos trabalhos na literatura voltados a estudarem o campo
magnético neuronal, pois trata-se de um campo eletromagnético de baixissima intensidade
quando comparado com o campo elétrico [31]. Porém, € importante salientar que este fato nao

descarta sua importancia no sistema nervoso.

Os resultados obtidos neste estudo deixam claro que interferéncias no componente
magnético do campo eletromagnético neuronal aumenta a excitabilidade dos neur6nios
nociceptivos da medula espinal. Embora os mecanismos i0nicos desta constatacdo nao foi
possivel ser melhor elucidado neste estudo, € sabido que quando ocorre um movimento de
carga (fons) em uma determinada dire¢do, de acordo com a primeira Lei de Ampére, gera-se,
ao redor desse fluxo de carga, um campo magnético, cuja intensidade varia de acordo com a
quantidade de carga em movimento [32]. A existéncia deste campo magnético é, por
definicdo, um fendmeno fisico concreto e ja foi mensurado em axdnio isolado de neur6nio

periférico de sapo, cuja intensidade € de aproximadamente de 70 pT [18].

A transmissdo de qualquer informagdo pelo sistema nervoso acontece devido a
alteracoes elétricas na membrana dos neurdnios, gerada a partir uma diferenca de potencial
(ddp) entre o meio intra e extra-celular chamada de potencial de membrana. A geracdo de
estimulos (neste caso, nociceptivo) ocorre em funcdo da mudanga de concentracdo de cargas
elétricas intra e extracelulares nos nociceptores (terminacdes livres), evento este que pode
gerar um potencial de a¢do, em outras palavras, gerar um impulso elétrico que percorre a
membrana do neurdnio. E proposto ainda que as cargas ibnicas, tais como Na* ou K* se
movimentando por difusdo dentro dos neurdnios sao os responsdveis pela abertura de canais

ionicos subsequentes, que se abrem em fungdo de alteracdes no Campo Elétrico (canais
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i6nicos dependentes de voltagem). Esses canais i0nicos sao fundamentais para a geracao de

potenciais de a¢do e consequentemente, para a conducdo do estimulo elétrico [33-35].

Embora, teoricamente, um campo magnético extrinseco (ou externo ao neurdnio)
possa alterar o campo elétrico intrinseco (gerado pelo préprio neurénio) e consequentemente
modular a abertura de canais i6nicos dependentes de voltagem (por exemplo, nas Estimulagao
Magnética Transcraniana), ndo existe dado que sugira algum papel fisiolégico do Campo
Magnético formado pela movimentacdo idnica na membrana neuronal estimulada, chamado
neste trabalho de Campo Magnético Neuronal ou “Intrinseco”. Como a transmissdo do
impulso elétrico envolve o movimento de cargas (fons) por canais i0nicos e este movimento
necessariamente origina um campo magnético, este estudo tenta investigar se a presenca das
nanoparticulas magnéticas na medula espinal de ratos causaria alguma influéncia na
excitabilidade neuronal sugerindo assim um papel do componente magnético do campo

eletromagnético formado pelo neur6nio na transmissao neuronal.

As andlises fisico-quimicas realizadas nas nanoparticulas utilizadas neste
estudo deixam claro que as rGO-mag e as rGO-n3o mag se tratam de nanoparticulas com as
mesmas estruturas, € mesmas propriedades fisico-quimicas [33]. As imagens de microscopia
eletrOnica de varredura e transmissdo mostram a similaridade estrutural entre o rGO-ndo mag
e rGO-mag, ambas formando estruturas denominadas de “nanosheets”. A espessura de cada
folha de rGO utilizado foi medida, bem como seus respectivos didmetros. Cabe ressaltar que a
medida do didmetro ndo faz sentido para estruturas que ndo formam tubos perfeitos, como

ocorre com os GO utilizados por nds e por esse motivo, seus valores foram desconsiderados.

Uma alteracdo da excitabilidade neuronal pode ser observada indiretamente pela
alteracdo do limiar nociceptivo mecanico, pois necessariamente um aumento ou diminuicao
da excitabilidade neuronal leva a uma diminui¢do ou aumento, respectivamente, do limiar
nociceptivo mecanico da pata de ratos, por exemplo. Da mesma maneira pode-se concluir que
um aumento da excitabilidade neuronal acarreta um aumento da resposta nociceptiva frente a
um estimulo quimico aplicado, por exemplo, na pata de ratos. Portanto, a diminui¢do do
limiar mecénico de retirada da pata de ratos frente a estimulos mecanicos (teste de Von Frey
eletronico) ou o aumento de “flinches” decorrentes da administracdo de capsaicina
intraplantar em ratos tratados com administracdo de nanoparticulas magnéticas (“nano-imas”
no espago subaracndide demonstra que uma interferéncia no campo magnético neuronal altera

a excitabilidade do neurdnio.
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E importante lembrar que as nanoparticulas tratadas com 6xido ferroso, aqui
denomindas de nanoparticulas magnetizadas, na verdade se tornam magnéticas quando
submetidas a um campo magnético e, portanto, ndo se encontram no estado magnetizadas por
si préprias, tal como imas. Sendo assim, as nanoparticulas magnetizadas (rGO mag)
amplificam o campo magnéticos existente. Este fato difere essencialmente dos campos
magnéticos dindmicos externos, tais como as estimulacdes magnéticas transcranianas (TME).
E possivel que esta seja a razio pela qual a grande maioria dos estudos clinicos e
experimentais demonstram que as TME induzem efeito inibitério, ao contrdrio do efeito

descrito neste estudo ap6s uma interferéncia no campo magnético neuronal intrinseco.

Um fato interessante observado neste estudo € que as nanoparticulas magnéticas
interferem na excitabilidade neuronal mediante um estimulo mas aparentemente nao
estimulam os neurdnios, uma vez que nao foi observado comportamentos tipicamente
nociceptivos espontaneos dos ratos apos a administracio intratecal de rGO-mag mesmo apods

a recuperacao do estado de anestesia.

E importante esclarecer que excitabilidade e estimulacio ndo sdo sinénimos e,
na realidade se tratam de fenomenos distintos embora interdependentes. Excitabilidade pode
ser explicada pela capacidade de um neurdnio responder a um estimulo. A resposta de um
neurdnio frente um estimulo depende do grau de excitabilidade deste neur6nio que quanto
maior for maior serd sua resposta. A luz dos fendmenos eletrofisiolégicos, um aumento da
excitabilidade de um neurdnio implica no aumento do nimero de potenciais de acdo emitidos
por este neurdnio frente a um estimulo. A luz das respostas comportamentais, um aumento da
excitabilidade neuronal implica em uma diminui¢do do limiar de resposta deste neurdnio ou
em um aumento da resposta comportamental, no caso deste estudo, em uma diminui¢do do
limiar nociceptivo mecanico ou no aumento do comportamento nocicptivo (nimero de
“flinches™). Estd bem esclarecido que a sensibilizacdo dos neurdnios nociceptivos reflete no

aumento da excitabilidade neuronal.

A forma mais comum de sensibiliza¢ao dos neurdnios periféricos nociceptivos,
ou neurdnios nociceptivos primdrios ou nociceptores (todos sindnimos) sdo0 0S Processos
inflamatorios. Portanto este estudo teve uma preocupacao fundamental em excluir qualquer
possibilidade do aumento da excitabilidade neuronal induzida pela administracdo de rGO-mag
estar relacionada com algum processo inflamatério induzido por estas nanoparticulas. De fato,

seria muito pouco provdvel que a administracio de rGO-mag no espago subaracndide
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induzisse uma resposta inflamatéria, uma vez que ndo foi observado nenhuma alteragdo no
limiar nociceptivo ou na resposta nociceptiva induzida por carragenina nos ratos tratados com
rGO-ndo mag, a qual possui a mesma estrutura molecular e as mesmas caracteristicas fisico-

quimicas que as rGO-mag.

Os dados deste trabalho descartam de maneira categérica a influéncia de uma
resposta inflamatdria no aumento da excitabilidade neuronal observada pela administra¢do de
nanoparticulas magnéticas no espaco subaracnéide. De fato, ndo foi constatada alteracdo dos
niveis de TNF-alfa na medula espinal apds a administragdo de rGO-mag. Também nao foi
observada a preven¢do do aumento da excitabilidade neuronal induzido pelas rGO-mag em
ratos pré-tratados com dexametasona. E importante esclarecer que o tempo de administragio
de dexametasona usado neste estudo (1 hora antes do estimulo) foi o mesmo usado em
estudos prévios que demonstram a forte atividade anti-inflamatéria da dexametasona em
prevenir o desenvolvimento da hiperalgesia (sensibiliza¢do) inflamatéria em uma dose que
impede a sensibilizacdo inflamatdria sem alterar o limiar basal dos animais [38]. Nossos
resultados in vitro mostraram também que células do DRG incubadas por 3 horas com rGO-
mag e rGO- n3o mag ndo apresentaram qualquer diferenca significativa nos niveis de TNF-a
liberado ou produzido quando comparados as c€lulas ndo incubadas com rGO, corroborando a
hipotese de que os efeitos observados sdo fruto da interacdo magnética e nio do

desenvolvimento de inflamacao.

Um aumento da excitabilidade neuronal, seja ele por processo inflamatério ou
ndo, normalmente acarreta em um aumento da liberagdo de glutamato nas sinapses da medula
espinal [31, 39, 40], que consequentemente ativa os receptores glutamatérgicos do tipo
NMDA nos neurdnios nociceptivos de segunda ordem. Este fendmeno de sensibilizacdo dos
neurénios de segunda ordem da medula espinal pode ser também observado
experimentalmente pela administragdo de glutamato ou NMDA na medula espinal. Da mesma
forma, antagonistas de receptores de NMDA revertem a sensibilizacdo induzida por processos
inflamatorios ou pela administracio intratecal de glutamato. A rela¢do entre aumento da
excitabilidade neuronal e liberacdo de glutamato depende também de um aumento do influxo
de cdlcio no neur6nio primdrio que vai, por sua vez, promover a liberacao de glutamato na
fenda pré-sindptica [41]. A altera¢do no influxo de cdlcio no neurdnio pré-sindptico modula
diretamente as sinapses [42, 43]. O influxo de calcio no neurdnio nociceptivo primario ocorre
pela abertura de canais de cdlcio dependentes de voltagem, os quais, teoricamente estariam

mais susceptiveis as alteracdes no campo magnético neuronal, conforme demonstrado em
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nosso ensaio de influxo de cdlcio em células do DRG. Outros trabalhos também sugerem a
interacdo entre magnetismo e canais de cdlcio [21, 44, 45], entretanto, os efeitos observados
apds exposicdes a campos magnéticos sdo controversos na medida em que a frequéncia, a
intensidade, a durag¢do da exposi¢do e até mesmo a espécie animal estudada parecem exercer
um papel fundamental na inducdo do efeito [21] e, acima de tudo, esses estudos tratam de um
campo magnético externo ao neurdnio, algo fundamentalmente diferente de nosso foco de
investigacdo. Importante salientar que estes subtipos de canais de célcio estdo presentes no
DRG e também no corno dorsal da medula espinal [46] e estdo envolvidos na via nociceptiva.
Bloqueadores dos subtipos N, inclusive, j4 estdo liberados para o tratamento de dores cronicas
[47], ou seja, estdo envolvidos nas vias de nocicep¢do. A possivel modulacdo dos canais de
calcio dependentes de voltagem causada pela interferéncia no campo magnético neuronal
causada pela presenca das nanoparticulas magnéticas rGO-mag poderia interferir nas sinapses,
direta ou indiretamente. Sabe-se também que existem varios outros subtipos de canais de
célcio dependentes de voltagem e até outros canais i0nicos seletivos a outros ions [48] e que,
portanto, a administracdo de Benidipine ndo nao é responsdvel por estes bloqueios, o que
fortalece nossa hipotese, ja que houve uma atenuacdo da diminuicao de limiar e ndo sua total

anulacgdo.

Os dados deste estudo demonstraram que tanto o bloqueio dos receptores de
glutamato, tipo NMDA quanto da atividade dos canais de cédlcio Cav2+ preveniram o
aumento da excitabilidade neuronal induzida pela administra¢io intratecal de rGO-mag. Estes
dados sugerem que a amplificacdo do campo magnético neuronal afeta de maneira positiva a
dindmica das sinapses na medula espinal. Isto, contudo, ndo descarta uma alteragdo nao
menos positiva nos outros canais id0nicos neuronais, sobretudos aqueles encontrados ao longo
das fibras neuronais como os canais de Na+ e K+ dependentes de voltagem. Contudo, os
protocolos experimentais plausiveis de serem realizados neste estudo ndo permitem observar

tal influéncia, a qual dever4 ser objeto de estudos futuros pelo nosso grupo.

Outro dado interessante observado neste estudo foi a brevidade do efeito na
medula espinal. Como descrito nos resultados, a administracio de rGO-mag aumentou a
excitabilidade neuronal por um periodo de 4 horas aproximadamente, sendo que apds 24
horas, os ratos retornaram a normalidade, sem nenhum sinal de alteracdo neuronal. E
plausivel hipotetizar que as nanoparticulas magnéticas interajam com o campo magnético
neuronal apenas enquanto estdo dispersas no meio extracelular, portanto, as cargas de

superficie dos rGO em solugdo sdao de extrema importancia para este estudo pois interferem
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diretamente na estabilidade da dispersdo (formagdo de granulos). Neste estudo, trabalhamos
com o melhor dispersante para ambos rGO. Comparamos a dispersao dos rGO em &4gua
destilada, PEG 4000 (diluido em é&lcool), Pluronic F-127, solu¢do de PBS e PEG 6000
(diluido em 4gua). Pelos resultados obtidos, o agente que melhor dispersaria os rGO seria o
Pluronic 127 e o PEG 6000. O PEG 6000 foi utilizado em detrimento do Pluronic F-127 pois
este € altamente toxico para células em cultura [49] mas, ainda assim, o potencial zeta indicou
alta instabilidade (aglomeragcdo rdpida). A formacdo desses aglomerados dificulta o
alinhamento dos dipolos (alinhamento dos spins atdmicos), o que, em ultima instancia,
dificulta a interacdo com o campo magnético gerado por cada canal idnico, exigindo maior
forca magnética do que aquela gerada pelo préprio campo magnético intrinseco. Sabe-se que
quanto maior o numero de dipolos alinhados, maior o campo magnético resultante em um
material [50]. Da mesma forma, quando os dipolos ndo estdo alinhados, o magnetismo
resultante € baixo pois ocorre uma anulacdo dos campos magnéticos gerados por cada
dominio. Para que ocorra o alinhamento de dipolos dentro de um material, deve-se aplicar
uma forca externa (forca magnética) que force os dipolos ao novo alinhamento. Esta forca é
dependente da intensidade do campo magnético de inducdo (no caso, o campo magnético
intrinseco neuronal € baixissimo), ou seja, € mais facil alinhar os dipolos das nanoparticulas
dispersas do que daquelas que estdo agregadas ou até mesmo jd internalizadas em células,
pois estas dltimas requerem maior intensidade de campo, portanto, maior forca magnética
(Raluca Morjan, 2003). Outra hipdtese para explicar a rapida perda de efeito causada pela
administracdo das nanoparticulas € a distancia entre os rGO e a fonte geradora do campo
magnético (canal i6nico em atividade no momento). O campo magnético registrado ao redor
do canal é inversamente proporcional ao quadrado da distancia, portanto, quando a
nanoparticula € internalizada por qualquer célula, sua distancia aumenta em relagdo ao canal
gerador do campo, logo, a forca magnética deve ser bem maior para o alinhamento dos
dipolos [15], portanto, a capacidade de interacdo entre a nanoparticula e o campo magnético
intrinseco € dificultada ou até perdida. Estudos, in vitro, demonstram que células
apresentadoras de antigenos comecam a internalizar nanotubos de carbono apds 3 horas de

incubacdo [51].

E sabido que nanoparticulas magnéticas s@o internalizadas por células do
sistema nervoso (oligodendrdcitos, neurdnios e sobretudo, micréglia), majoritariamente por
endocitose [52]. Nossos resultados demonstraram que as nanoparticulas sao internalizadas por

células do ginglio da raiz dorsal (DRG). A citometria de fluxo com células do DRG
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incubadas por 24 horas com rGO-mag mostrou um aumento na granulosidade celular em
relacdo as células do grupo controle (sem rGO-mag). Ademais, nossos resultado de
microscopia confocal de células do DRG evidenciou a presenga de nanoparticulas dentro de
variados tipos celulares. Em ambos os experimentos, ndo podemos distinguir exatamente o
tipo celular que internalizou as nanoparticulas, nem tampouco afirmar se hd ou ndo
degradacdo das mesmas. A sensibilizacdo neuronal observada depende da distribuicdo das
nanoparticulas no meio extracelular (distincia do ponto gerador do campo magnético de
inducdo e orientacdo de seus dipolos). Contudo, nossos dados de citometria de fluxo (dados
ndo mostrados) apontaram que em 3 horas (momento em que o efeito ja estd atenuado), a
porcentagem de células que apresentaram aumento de granulosidade (indicativo de
nanoparticulas internalizadas) foi muito baixa e ndo diferia estatisticamente do controle,
sugerindo, entdo, que a perda de efeito deva ter ocorrido, majoritariamente, em consequéncia
da baixa estabilidade e consequente formagdo de granulos e ndo por internalizacdo das

nanoparticulas.

O papel do glutamato na transmissao do impulso nervoso e consequentemente
da informagdo nociceptiva ja € bem descrito. Como a liberacdo de glutamato depende da
abertura de canais de célcio dependentes de voltagem e a sensibilizagdo dos nociceptores
depende da ativagdo de receptores de glutamato tipo NMDA, verificamos se a sensibilizacao
induzida por rGO-mag depende de ativacdo de receptores de NMDA. Nossos dados
demonstraram que a administracio de CGS19755, um antagonista seletivo de receptor de
NMDA impediu a sensibilizacdo induzida por rGO-mag. Estes dados sugerem que a
interferéncia magnética causada pela administragdo de rGO-mag interfere na liberacdo de
glutamato, possivelmente por aumentar a abertura de canais de cdlcio dependentes de
voltagem que levam a maior liberagdo de glutamato. Contudo, diferentemente da
sensibilizacdo induzida por rGO-mag, a administracdo intratecal de glutamato ou NMDA
induz o pico de sensibilizagdo 3 horas apds sua administragdo [39], enquanto rGO-mag induz
sensibilizacdo imediatamente apds sua administracdo, com pico em 1 hora. Esta diferenca
pode ser explicada pelo fato da sensibilizacao induzida pela administracdo intratecal de
glutamato ou NMDA ser dependente da ativacdo de receptores encontrados no Ganglio da

Raiz Dorsal (GRD) e ndo da medula espinal e provavelmente ndo condicionada aos canais de

célcio dependentes de voltagem, pois no GRD nao existem sinapses.
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Todos os nossos resultados corroboram nossa hipdtese de que as
nanoparticulas magnéticas rGO-mag perturbam o campo magnético neuronal e este, por sua

vez aumenta a resposta neuronal.

Finalmente, é importante considerar que, embora os dados obtidos até o
momento sugiram um papel do componente magnético do campo eletromagnético intrinseco
na transmissdo neuronal, ndo podemos descartar a possibilidade das alteracdes do campo
magnético interferirem, por sua vez, no campo elétrico. Esta possibilidade existe por ser
impossivel dissociar os componentes magnético e elétrico do campo eletromagnético

neuronal.
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5. Conclusao

Os dados obtidos neste estudo demonstram que a perturbacdo do campo
magnético intrinseco neuronal aumenta a excitabilidade do neurdnio. Este fato, pelo menos,
deixa claro que do ponto de vista biofisico, o campo eletromagnético formado pela corrente
ionica ao longo das fibras neuronais e sinapses parece ser um fendmeno relevante na
transmissado neuronal. Em uma perspectiva mais clinica, estes achados abrem novas
possibilidades para que no futuro talvez possamos compreender melhor e a luz da ciéncia
ocidental, formas terap€uticas milenares que supostamente utilizam a manipulacdo de campos

magnéticos.
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6. Perspectivas futuras

Este trabalho abre um novo campo de estudo, sobretudo ao trazer uma nova abordagem acerca
do magnetismo e seus efeitos sobre o sistema nervoso. Ainda hd muito o que se investigar
dentro deste contexto, como por exemplo: padronizacdo de técnicas eletrofisiolégicas para a
mensuragdo da hipdtese até aqui mostrada, desenvolvimento de nanoparticulas
ferromagnéticas e diamagnéticas para a melhora dos controles e também um profundo estudo
a respeito do comportamento das nanoparticulas magnéticas e ndo magnéticas quando em
contato com células do sistema nervoso e imunoldgico; mecanismos de internalizacdo e

trafego intracelular.
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7. Dados suplementares

Resposta nociceptiva comportamental induzida por estimulo mecanico em ratos tratados
com diferentes tipos de nanoparticulas: nanotubos (NT1, NT2 e NTFe) e rGO-mag.
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Teste do limiar mecanico de retirada da pata de ratos administrados com diferentes nanoparticulas: NT-2, NT-1,
rGO-nm, NT-Fe e rGO-mag. A nanoparticula rGO-mag demonstrou uma diminui¢io do limiar nociceptivo mais
intensa que as demais nanoparticulas. One way —~ANOV A e Tukey post Hoc, ** p < 0.01 e *** p <0.001.

Histologia com corante Cresyl (internalizacdo?)

Histologia de medula de rato, nivel L4. Seta vermelha indica possivel presenca de rGO internalizada por células
da medula. Figura ndo conclusiva.
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Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 06 de marco de

2013.
Campinas, 06 de margo de 2013.
/ / 4 e 1/ A\ G
ey Jowa. ‘muc&,ﬁz’% i, N A=A
/ { / {
/J Profa. Dra. Ana.Maria A. Guaral

Fatima AI;?é
Presidente Secretaria-Executiva
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