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Resumo

Nanoparticulas sédo estruturas com dimensbes nanométricas que vem
demonstrando um potencial para varias aplicacées, inclusive na area bioldgica. De
acordo com o seu processo de sintese e crescimento estas particulas podem
possuir propriedades magnéticas com maior ou menor magnitude.

O objetivo deste trabalho foi avaliar se a administragcdo no espaco sub-
aracnoide da medula espinal, de nanoparticulas magnéticas altera o limiar de
resposta a estimulos mecénicos aplicados em patas de ratos.

As nanoparticulas de carbono (nanotubos ou nanofibras) foram
caracterizadas através do espectro de Raman e o seu comportamento magnético
caracterizado pelo ferromagnetismo foi avaliado através da curva de histerese. As
nanoparticulas foram administradas via intratecal em ratos Wistar machos
levemente anestesiados com Isoflorano. A resposta comportamental ao estimulo
mecanico foi avaliada por um analgesimetro eletrénico (Von Frey eletrdnico) que
mede o limiar mecanico de retirada da pata (nocicepgcdo mecanica).

As nanoparticulas foram classificadas de acordo com o comportamento
magnético em: alto magnetismo e baixo magnetismo. A administracdo de
nanoparticulas (5, 20 ou 80 pg) com alto magnetismo, mas nao com baixo
magnetismo, diminuiu o limiar mecéanico de retirada da pata, quando comparada
com a administragdo do seu solvente propilenoglicol (20uL). A diminuicdo do limiar
mecanico foi observada nos tempos de 15, 30 e 60 minutos apds a administragcéo
de 20ug de nanoparticulas com alto magnetismo, sendo que apos este periodo as
respostas retornaram aos seus limiares basais. Por outro lado, a administracao
intraplantar das nanoparticulas ndo alterou o limiar mecanico quando comparados
com as respostas basais. Portanto, a administracdo na medula espinal, mas néao
no tecido periférico, de nanoparticulas com alto magnetismo diminuiu o limiar
mecanico.

Em conclusdo, os dados deste trabalho sugerem que a transmissao
neuronal na medula espinal envolve uma atividade eletromagnética.
Palavras-chave: nanoparticulas, medula espinal, canais voltagem dependente,

nocicep¢ao, eletromagnetismo.
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Abstract

Nanoparticles are structures with nanometer dimensions that are emerging
to various applications, including that one involved in biological area. According to
their synthesis and growth techniques these particles can have magnetic
properties with greater or lesser magnitude.

The objective of this study was to evaluate whether the magnetic
nanoparticles administration in the subarachnoid space of the spinal cord induces
changes in the mechanical nociceptive threshold in rats hind-paw.

The carbon nanoparticles (nanotubes or nanofibers) were characterized by
Raman spectrum and their magnetic characterized by the ferromagnetism behavior
was evaluated by the hysteresis curve. The nanoparticles were intrathecally
administered in Wistar rats lightly anesthetized with Isoflorano. The behavioral
response to mechanical stimulation was assessed by an electronic analgesimeter
(electronic Von Frey) that measures the withdrawal mechanical threshold
(mechanical nociception).

The nanoparticles were classified according to their magnetic behavior in:
high magnetism and low magnetism. The administration (5, 20 or 80 pg) of high
magnetism nanoparticles, but not of low magnetism nanoparticles, decreased the
mechanical withdrawal threshold of the hind-paw, when compared with the
administration of propylene glycol (20 pL). Decreasing in mechanical withdrawal
threshold was observed at 15, 30 and 60 minutes after administration of 20ug of
high magnetism nanoparticles. After this period, the mechanical withdrawal
thresholds returned to their normal baseline. In contrast, intraplantar administration
of the nanoparticles did not alter the mechanical withdrawal threshold. Therefore,
administration of high magnetic nanoparticles in the spinal cord, but not in
peripheral tissue, decreases the mechanical withdrawal threshold.

In conclusion, our data suggest that neuronal transmission in the spinal cord
involves an electromagnetic activity.

Keywords: nanoparticles, spinal cord, voltage-dependent channels, nociception,

electromagnetism.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

De um modo geral, estimulos séo fatores internos ou externos que induzem
uma resposta do organismo. Estimulos nociceptivos, especificamente induzem
uma resposta aversiva e podem ser fisicos ou quimicos. Sao detectados por
estruturas denominadas de nociceptores, os quais transduzem estes estimulos em
resposta elétricas neuronais que sdo transmitidas até o sistema nervoso central
(SNC) através de fibras aferentes primarias (Bonica, 1990).

Estas fibras aferentes retransmitem a informacdo recebida para os
neurdnios secundarios, 0s quais Sao responsaveis por conduzir o estimulo
detectado até os Centros Superiores do encéfalo (Milne et al., 1981; revisado por
Besson; Chaouch, 1987; Millan, 1999; Prado, 1999).

Conceitualmente o impulso nervoso € um impulso elétrico que se origina das
alteragdes nas cargas elétricas (ions) das superficies interna e externa da
membrana celular de um neurdnio. Este impulso elétrico quando ocorre na fibra
neuronal é denominado de Potencial de Acéo. (Julius; Basbaum, 2001; Nickel et
al., 2011).

Fisicamente, o impulso nervoso pode ser interpretado através de equacoes
matematicas (Halliday et al., 1996; Griffiths, 1999). Durante muito tempo,
considerou-se que o impulso nervoso seria composto por um fluxo de ions através
de uma célula nervosa, semelhantemente ao fluxo de elétrons em um condutor
metalico (fio, por exemplo). No entanto, as propriedades elétricas dos neurdnios
apresentam-se distintas daquelas verificadas em um condutor metalico, de
maneira que uma condug&o nervosa ocorre de forma muito mais lenta, regular e
sem mudancas de intensidade (Malmivuo; Plonsey, 1995)

O neurbnio pode ser concebido como um circuito elétrico, os resistores
representam canais ibnicos de membrana, divididos em resistores variaveis, que
seriam representados por canais voltagem dependentes e resistores fixos, 0s
quais seriam os canais de vazamento de ions. Enquanto um capacitor representa
a membrana lipidica. A diferenga de potencial eletroquimico dos ions sédo baterias,

conhecido como forga eletromotriz (Malmivuo; Plonsey, 1995). Este modelamento
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fisico-matematico da propagacao do impulso nervoso foi proposto por Hodking e
Huxley (1952).

Resistores sdo condutores que apresentam uma caracteristica denominada
de resisténcia (R), a qual possui a propriedade de dificultar a passagem de cargas
elétricas (corrente elétrica representada pelo simbolo i). A corrente elétrica que flui
através de um dispositivo é diretamente proporcional a voltagem (diferenca de
potencial, representada pelo simbolo AV) aplicada a este componente. Esta
relacao é descrita matematicamente como:

AV =Ri (1)

A resisténcia € uma caracteristica variavel do condutor, dependente do
material e das dimensdes do dispositivo. Os resistores fixos sdo aqueles que
possuem um Unico valor de resisténcia que permanece constante sob condicées
normais. Resistores varidveis sdo usados para variar ou mudar a quantidade de
resisténcia de um circuito. Na pratica, os resistores limitam a intensidade de
corrente elétrica que passa através dele. A partir desta definicdo, os canais
vazamento idnicos, possuem sempre uma resisténcia fixa a passagem dos ions,
enquanto os canais voltagem dependentes responde de maneira variavel a
passagem dos ions (Bucher; Goaillard, 2011).

Um capacitor é um dispositivo utilizado para armazenar energia, na forma
de energia potencial, contida em campos elétricos. Os capacitores tém varias
aplicagbes além de servirem como armazenadores de energia. S0 componentes
elétricos que, embora ndo conduzam corrente elétrica entre seus terminais, s&o
capazes de armazenar certa corrente, que sera "descarregada”, assim que néo
houver resisténcia entre seus terminais, € formado por duas placas condutoras,
separadas por um material isolante chamado dielétrico, ligados a estas placas
condutoras estdo os terminais para conexao deste com outros componentes de

um circuito elétrico (O’Rahilly, 1965).

D~

A capacidade de acumulacdo de cargas elétricas no capacitor

[ON

determinada por uma propriedade denominada de capacitancia (C), esta

Q-

determinada pelas dimensbes das placas e pela distancia de uma em relacéo

Q)

outra, ou seja, € diretamente proporcional a area e inversamente proporcional
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espessura do dielétrico. Quando um capacitor é carregado, suas placas adquirem
cargas iguais, mas de sinais opostos. Entretanto, refere-se a carga do capacitor
como sendo meramente Q, o valor absoluto das cargas sobre as placas. Uma vez
que as placas sao condutoras, elas constituem superficies equipotenciais. Além
disso, existe uma diferenca de potencial entre as duas placas, representada por
AV. A carga armazenada em um capacitor esta relacionada na equacao:

Q=CAV (2)

A diferenca de potencial gera a forca eletromotriz (£). Esta grandeza
também é conhecida como tensao (ou voltagem), sendo que a diferenca entre dois
potenciais elétricos é denominada de diferenca de potencial elétrico (ou,
simplesmente, diferenca de potencial ou ddp). Na realidade, sdo as diferencas de
potencial mais comumente utilizadas para os célculos, como mostrado
anteriormente nas equacgdes (1) e (2) (Maxwell, 1965).

Biologicamente, a diferenca de potencial é gerada pelos gradientes
eletroquimicos: A concentragdo do ion potassio (K*) no interior da membrana é
alta, enquanto no exterior € muito baixa. Devido a essa diferenca de gradiente de
K*, ha forte tendéncia para que os K* se difundam para o exterior. Inversamente,
a concentracdo dos ions sodio (Nat) é maior no exterior do que no interior da
célula, desta maneira, os Na* tendem a se difundirem para o interior da célula.
Através da diferenca de concentragdo desses ions entre duas faces da membrana
seletivamente permeavel se estabelece um potencial elétrico de membrana (van
Egeraat; Wikswo, 1993).

As permeabilidades dos canais de potassio e sédio passam por variagdes
rapidas durante a transmissao de um impulso nervoso, enquanto a permeabilidade
dos canais de cloro ndo varia muito durante esse processo. Portanto, as variagbes
nas permeabilidades dos K*te Na* sdo as principais responsaveis pela conducgao
dos sinais nos neurdnios (Kurbel, 2011).

Uma vez que o potencial de acao tenha sido produzido em qualquer ponto
da membrana da fibra nervosa, o processo de despolarizagao trafega por toda a
membrana, se as condicbes forem adequadas, ou ndo o fara se estas forem

inadequadas. Isso é chamado de principio do “tudo ou nada” e se aplica a todo
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tecido excitavel normal em termos de propagacéo do impulso nervoso ao longo da
célula (Pinto et. al, 2009).

A informacao que trafega através do neurénio como potencial de acao é
passada unidirecionalmente de um neurénio para outro através da sinapse, a qual
pode ser elétrica ou quimica. Nas sinapses quimicas a membrana pré-sinaptica do
axonio libera substancias quimicas chamadas neurotransmissores, que se ligam
aos receptores quimicos da membrana poés-sindptica do neurbnio seguinte e
promove mudancas excitatérias ou inibitérias nesta membrana (Ju et al., 1987;
Battaglia; Rustioni, 1988; Tracey et al., 1991; Smith et al., 1993; Foust et. al,
2011).

A membrana celular que reveste as terminacdes pré-sinapticas também
possui canais de voltagem dependentes, no entanto, sdo de Ca*" (calcio
voltagem-dependente, Cay), € ndo de potassio e sédio como em outras areas do
neurdnio descrito anteriormente (Lai;Jan,2006). Quando o potencial de acao
despolariza esta regido, estes canais se abrem, possibilitando, que ions de célcio
flua para dentro da terminagao, estes se fixam em moléculas que estao aderidas a
superficie interna da membrana, denominadas de sitio de liberacao. Esta adesao
permite que vesiculas sindpticas se fundam com os sitios de liberagdo fazendo
com que estas liberem o seu conteludo (neurotransmissor) para o exterior, por
exocitose. (Lai;Jan,2006; Pizzarelli; Cherubini, 2011).

O neurotransmissor se difunde para a célula alvo, onde se liga a uma
proteina receptora na superficie externa da membrana celular. Apés um breve
periodo o transmissor se dissocia do receptor. A substéancia liberada, ou é
reabsorvida, ou destruido pela agdo catabodlica de uma enzima, ou removida da
fenda sinaptica pela circulacao local. (Pizzarelli; Cherubini, 2011)

Fisicamente, os ions responsaveis pelos potencias de acdo, sdo cargas
elétricas (Q), para defenir esta grandeza fisica é necessario conhecer a estrutura
basica de atomo; em seu nucleo estdo os prétons e os néutrons, e girando em
torno deste nucleo estédo os elétrons. Um préton em presenca de outro proton se
repele, 0 mesmo ocorre com os elétrons, mas entre um proton e um elétron existe

uma forca de atracdo. Desta maneira, atribuimos ao préton e ao elétron uma
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propriedade fisica denominada carga elétrica elementar que possui o valor de
1,6x1071°C (Coulomb). Portanto, para determinar a carga elétrica de um corpo,
basta multiplicar o valor da carga elementar pelo numero de elétrons em falta ou
em excesso. Se o0 corpo estiver com elétrons em excesso o valor da carga elétrica
sera negativo, em contrapartida, se houver escassez de elétrons o valor da carga
elétrica sera positivo. (Calkin, 1979).

A intensidade da forga eletrostatica (F) entre duas cargas elétricas (Q,,0,)

€ diretamente proporcional ao produto das cargas e inversamente proporcional ao
quadrado da distancia (d) que as separa, esta afirmacdo é chamada de Lei de

Coulomb, sendo expressa matematicamente pela equacao abaixo:
F _ QI'Q2

- drg,d’ ©)

Onde: ¢, significa constante de permissividade no vacuo, o seu valor é
8,85.10712 Nm?/C?.

O conceito de campo elétrico (ﬁ) surgiu da necessidade de explicar a acao

de forcas quanto a distancia. Uma carga elétrica (Q) modifica o espaco ao seu

redor, esta mudanca é o campo elétrico, ao colocarmos uma carga elétrica nessa

regiao; esta carga que denominamos carga de prova (q) é submetida a uma forca

elétrica (ﬁ). Obedecendo a equagéao abaixo:

E= (4)

Q|

Assim como F, E também é uma grandeza vetorial. Desta forma, de acordo

com a equagéao (4), a direcdo e o sentido de E sdo idénticos aos de F. Pode-se
reescrever a equacao (4), ao substituir nesta a equacéao (3), obtendo a equacéo
abaixo:

Q

E=—5—
dre,d

()

O campo elétrico (E) é uma grandeza vetorial, assim é importante
mencionar a sua orientacdo sendo da carga elétrica positiva em direcdo a carga

negativa, no entanto, esta relacionado a uma grandeza escalar, o potencial
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elétrico, denotado por V ou forgca eletromotriz (¢), como mencionado

—

anteriormente. A ddp entre dois pontos A e B de uma regido que possui E é
definida como sendo: o trabalho (W) necessario para deslocar uma carga elétrica
(q) de A até B, representando esta frase matematicamente obtém-se a equagéao
abaixo:

AV =V, —v,) = Vas

(6)

A diferenca de potencial elétrico €, simplesmente, a energia potencial
elétrica por unidade de carga adquirida por esta quando deslocada de um ponto a
outro num campo elétrico e independe da trajetoria. Para se obter o conceito de
potencial em um ponto, & necessario supor que o outro ponto esteja no infinito, e
arbitrariamente atribuir valor zero ao potencial no infinito. Assim, o potencial
elétrico, sera igual ao trabalho necesséario para deslocar uma carga desde o
infinito até o ponto considerado no campo elétrico. O vetor intensidade de campo

elétrico E é definido de acordo com a equacéo (4) e sabendo que trabalho é o

produto escalar da for¢a pelo deslocamento, representado na equagéo (W = 13.3).
Pode-se unir a equacéao (4) com a equagao (6) utilizando o conceito de trabalho,
obtém-se a equagdo que expressa a relacdo existente entre a diferenca de
potencial elétrico e campo elétrico:

AV =(V,=V,)=—[Eds (7)

No entanto, as cargas elétricas (ions) se movimentam através do fluxo e
influxo dos canais da membrana plasmatica para a propagacdo do impulso
nervoso. Importante, carga elétrica cria um campo elétrico, quer esteja em
repouso, quer em movimento. Entretanto uma carga elétrica em movimento cria
um campo magnético, mas a existéncia deste campo é raramente mencionada
durante a propagacao de um impulso nervoso.

Muitas técnicas estdo disponiveis para mensurar a natureza elétrica da
propagacdo de um impulso nervoso como patch-clamp, registros de potencias de
acao (histograma poés-estimulo, PSH), entre outros métodos eletrofisioldgicos.
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(Parada et. al, 1997; Geiger; Jonas, 2000; Bischofberger et.al, 2006; Shu et. al,
2006). Porém a mensuracao do campo magnético ainda € uma técnica dificil.
Experimentalmente a natureza magnética da propagacado de um impulso nervoso
pode ser medida pela técnica conhecida como sonda de corrente neuromagnética
(neuromagnetic current probe; Wijesinghe, 2010). Por definicdo a existéncia de um
campo magnético durante a propagacao do impulso nervoso é um fato, mesmo
que tenha sido poucas vezes mensurado. A técnica de estimulacdo magnética
transcraniana (Keiser, 2011) utilizada em humanos também tem sugerido uma

importancia do campo magnético nas atividades neuronais.
O campo magnético (§) pode ser escrito matematicamente de forma

analoga ao campo elétrico (E), exceto pelo fato da carga elétrica (q) precisar estar
em movimento para gera-lo, portanto € introduzida a variavel velocidade (v),
sendo a forca magnética (ﬁB) o produto vetorial da velocidade pelo campo
magnético, como descrita pela equacao abaixo:

F,=qvxB (8)

O fisico francés André-Marie Ampére (1775-1836), no século XIX,
formalizou a relagdo entre corrente elétrica e campo magnético por meio de uma
lei que ficou associada ao seu nome. Essa lei diz que cargas elétricas em
movimento estdo associadas a campos magnéticos ao seu redor e relaciona
quantitativamente correntes elétricas e campos magnéticos em determinada
regido do espacgo a uma distancia (r) de um condutor retilineo (considerado de
comprimento infinito), percorrido por uma corrente elétrica continua de intensidade

i através da expressao (Semon, 1996):

Onde: u, é a permeabilidade no vacuo igual a 47.107 N/A?.

A intensidade do vetor campo magnético total em uma determinada regido
pode ser calculada somando-se as contribuicbes dos campos magnéticos
associados a varios trechos de um fio que apresente corrente elétrica. Essa lei

recebeu 0 nome dos fisicos franceses Jean Batptiste Biot (1774-1862) e Felix
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Savart (1791-1841). Desta maneira, a intensidade do vetor campo magnético total
pode ser obtida através da seguinte relacao:

jo [ Bl (10)

:471 d’

Em 1820, o fisico dinamarqués Hans Christian Oersted (1777-1851),
utilizando uma fonte galvanica ligada a um fio e uma agulha magnética capaz de
girar livremente em torno de seu centro, observou em seus experimentos uma
interacao entre o fio e a agulha magnética. Ao repetir este protocolo experimental
em diferentes orientacdes da agulha e do fio, ele constatou que a agulha sempre
se posicionava aproximadamente perpendicular ao fio. A conclusao de Oersted
em relacdo este novo fenbmeno é que havia algo gerado pelo fio que exercia
algum tipo de interacdo com a agulha, fazendo com que ela defletisse (Darrigol,
2000)

Assim, esta observacdo conduziu ao estudo de um fenémeno chamado
eletromagnetismo que é a combinagao de fendmenos elétricos e magnéticos. Este
estudo foi, posteriormente, desenvolvida por muitos outros pesquisadores, entre
eles, Michael Faraday (1791-1867). Por volta de 1821, atraido pela experiéncia do
fisico dinamarqués Oersted, Faraday verificou, invertendo a experiéncia, que 0s
magnetos exercem agcdo mecanica sobre os condutores percorridos por corrente
elétrica. Para chegar a essa conclusdo, Faraday colocou um ima em posicédo
vertical sobre um banho de mercurio, de modo que uma de suas extremidades
ficasse imersa no liquido. Ao ligar um fio condutor ao mercurio, fechando o
circuito, observou que, quando o fio se movia em torno de seu ponto de
suspensdo, descrevia circulos em volta do ima. Se, pelo contrario, o fio fosse
mantido fixo e o ima deixado livre, este girava em torno do fio. Com essa
experiéncia, fundamental para o desenvolvimento tecnologico posterior, Faraday
criou o primeiro motor eletromagnético. Em 29 de agosto de 1831 descobriu a
inducédo eletromagnética, fendbmeno, ja entrevisto por Arago (1786-1853) e por
Ampere (1775-1836), que somente foi cientificamente explicado por Faraday. Com

a experiéncia de Faraday, obtém-se algumas constatagdes: a eletricidade

22



variando no tempo, se propaga de alguma maneira gerando magnetismo, e este,
por sua vez, variando com o tempo, se propaga, gerando eletricidade. Isso é o que
foi chamado de “indugao”. Suas idéias sobre os campos elétricos e os magnéticos,
e a natureza dos campos em geral, inspiraram trabalhos posteriores nessa area,
como as equagodes de Maxwell. (MAXWELL, 1856).

James Clerk Maxwell (1831-1879) formalizou a teoria moderna do
eletromagnetismo, que une a eletricidade, o magnetismo e a Optica. Esta € a teoria
que surge das equacdes de Maxwell, assim chamadas em sua homenagem e
porque ele foi o primeiro a descrevé-las juntando a Lei de Ampere, a lei de Gauss,
e a lei de Indugao de Faraday.

Maxwell demonstrou que os campos elétricos e magnéticos se propagam
com a velocidade da luz. Demonstrou em 1864 que as forcas elétricas e
magnéticas tém a mesma natureza: uma forga elétrica em determinado referencial
pode tornar-se magnética se analisada em outro, sendo tudo uma questao de
referencial. As quatro equacdes de Maxwell que descrevem as propriedades do
fendbmeno eletromagnético sdo (Maxwell, 1954):

Lei de Gauss da Eletricidade: V.E = £ (11)
80
Lei de Gauss do Magnetismo: V.B=0 (12)
: i} - - dB
Lei da Inducédo de Faraday:VxE = s (13)
: . e dE
Lei de Ampére-Maxwell: VxB = u,j + 14,&, m (14)

As varidveis B (indugdo magnética) e 4, (permeabilidade no vacuo) ja

foram discutidas nas segdes anteriores. E corresponde ao campo elétrico, p
representa a densidade das cargas elétricas, ¢, significa constante de
permissividade no vacuo, o seu valor é 8,85.107'2 Nm?/C? e j é a densidade de

corrente elétrica. Analisando as equagbes a (11) define que quanto maior for a
densidade de carga (maior quantidade de elétrons num determinado espago, por
exemplo), mais forte ser4d o campo elétrico. Enquanto que a equacao (12) enuncia
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que polos magnéticos isolados ndo existem, pois, se cortarmos um ima pela
metade ndo havera um pélo “norte” isolado ou um pélo “sul” isolado; cada parte
terd agora seus pélos “norte” e “sul”, respectivamente. A equagéo (13) mostra
como um campo magnético variavel induz um campo elétrico e finalmente a
equacao (14) descreve como um campo elétrico variavel (ou uma corrente
elétrica) induz um campo magnético.

Como demonstrado pelo experimento de Orested, a eletricidade e
magnetismo sdo fenbmenos dependentes e que forcas elétricas e magnéticas sao
diferentes manifestacbées de um uUnico campo: o campo eletromagnético, como
demonstrado pelas equagdes de Maxwell (13) e (14).

Portanto, esta interdependéncia dos campos elétricos e magnéticos deve
ser discutida a partir de como que um campo elétrico pode ser gerado por um
campo magnético variavel. Portanto, um campo magnético variavel da origem a
um campo elétrico, este fenbmeno é denominado de indugéo eletromagnética, o
processo inverso também é verdadeiro, ou seja, a producdo de um campo
magnético por um campo elétrico variavel. O estudo deste assunto comega em
termos de forga eletromotriz induzida (£) e o fluxo magnético (®z). Faraday, um
fisico inglés do século XIX, observou experimentalmente que fazendo variar o
fluxo magnético através de uma espira fechada (unido das extremidades de um fio
condutor) surgia uma corrente elétrica na espira, portanto, uma corrente era

induzida na espira. A equacgao que descreve esse fenébmeno é (Maxwell, 1856):
ddg

= _ 4% (15)

dt

Interpretando, esta Lei da Indugdo de Faraday tem-se que a forca
eletromotriz induzida € igual a taxa de variacdo temporal do fluxo magnético.
Apesar da nomenclatura, for¢a eletromotriz, € uma diferenca de potencial, assim
sendo pode-se usar a definicdo da equacao (7), obtendo-se uma nova expressao
da Lei de Faraday (veja em Mendoza; Mufioz, 2010):

ddg
dt
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O sinal negativo que aparece nessas expressoes refere-se ao sentido da
forca eletromotriz induzida que sempre se opde a variacdo do fluxo. Portanto, o
sentido da corrente induzida tende sempre a se opor a variacao da grandeza que
a produziu. Esse resultado é conhecido como Lei de Lenz (Maxwell, 1856).
Aplicando o teorema do rotacional (Stokes):

[(Vx E)dA = $E.d§ na equacgdo (16) resulta na equagao (17):

— = e__&
[(VXE)dA = —

(17)
Resolvendo a integral obtém-se a terceira equacao de Maxwell: a Lei de da
Inducéo de Faraday (equacgao 13).
Desta maneira, como ja mencionado anteriormente pode-se obter uma
equacao simétrica a equacao (16) para o campo magnético, uma vez que um
campo elétrico variavel também produz um campo magnético. Assim sendo,

reajustando a equacéao (16) e adequando esta dimensionalmente, resulta

Unindo a equacéao (18) com a Lei de Ampere: §§.d§ = 44,i , UMa vez que o
campo magnético também pode ser produzido por uma corrente (foco do

trabalho), tém-se a nova equacao:

$ B.dS = pogo 2 + ol (19)

Aplicando novamente o teorema do rotacional (Stokes): [ (V x B)dA =
45§.d§ na equacao (19) resulta na equacgao (20):

[(Vx BYdA = pogo F + poi (20)

Resolvendo a integral obtém-se a quarta equacdo de Maxwell: a Lei de
Ampere-Maxwell (equacgéo 14).

As equacgoes de Maxwell demonstram matematicamente a existéncia de um
campo eletromagnético. No entanto, a aplicacdo destas equacdes néo fica restrita
ao escopo da fisica, uma vez que a propagacdo de um impulso nervoso,

relacionada ions em movimento, assim o fendbmeno envolvido € de natureza

eletromagnética (Wijesinghe, 2010).
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Tendo em vista o exposto, se torna evidente a interligacdo entre os
fenbmenos fisicos e biolégicos, sendo que a fisica pode ser aplicada na
compreensao dos fenémenos biolégicos da propagacao da informacao nervosa ao

longo dos neurdnios para desencadear a resposta a um determinado estimulo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Considerando o exposto acima a hipotese deste trabalho € que o
componente magnético do campo eletromagnético formado na fibra neuronal
exerce importante influéncia na transmissdo do impulso nervoso. Portanto o
objetivo deste trabalho é verificar se administracdo no espacgo subaracnéide de
nanoparticulas com propriedades magnéticas altera a resposta comportamental a
estimulos mecanicos aplicados em patas de ratos e interpretar o resultado a luz

dos fendmenos eletromagnéticos.

2.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar as nanoparticulas pelo espectro de Raman, bem como avaliar
0 seu comportamento magnético através da medida da curva de histerese
magnética.

e Analisar alteragdes no limiar da resposta comportamental ao estimulo
mecanico aplicado na pata de ratos ap6s administracao intratecal ou local
no tecido periférico de nanoparticulas magnéticas.
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3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1. Nanoparticulas de Carbono

Nanotecnologia € a ciéncia que utiliza dos recursos disponiveis da
engenharia para a manipulagéo de atomos e moléculas com a finalidade de formar
novos produtos e dispositivos que concedam aos ja existentes novas funcdes ou a
criacdo de estruturas, em escala dimensionada em nan6metros (Patlolla et al.,
2009). Os continuos avancos em nanotecnologia estao intrinsecamente
interligados a uma variedade de nanomateriais que permitem um grande controle
e com propriedades fisicas e quimicas, essenciais para elucidar sua
homogeneidade, estabilidade, reatividade, durabilidade em meios bioldgicos, que
os torna aplicaveis em muitas areas como alimenticia, quimica, tecnologia da
informacdo e principalmente a médica, o que vislumbra a possibilidade da
utilizagao destas nanoestruturas para a prevencgao, diagnéstico e tratamento de
doencas (Reisner, 2009; Peralta-Videa et al., 2010).

Dentre as nanoparticulas, existente pode-se destacar os nanotubos (NT) e
nanofibras (NF) de carbono. Os nanotubos de carbono sao nanoestruturas Unicas
com propriedades mecanicas e eletrbnicas notaveis, despertando aplicacoes
exclusivas na nanotecnologia (Bianco et al., 2005a; Balasubramanian; Burghard,
2005; Souza Filho; Fagan, 2007; Liu et al., 2008; Tran et al, 2009).

Em 1991, o microcopista Sumio lijima da NEC Corporation-Japao, estudava
o material depositado no catodo durante a evaporacgéo voltaica para a sintese de
fulerenos, quando este constatou que na regido central do depdsito do catodo
continha uma variedade de estruturas grafiticas fechadas, incluindo nanotubos
que nao haviam sido observados anteriormente (lijima, 1991). Posteriormente,
dois outros cientistas Thomas Ebbsen e Pulickel Ajayam, do mesmo laboratério,
demonstraram como 0s nanotubos poderiam ser obtidos em grandes quantidades
simplesmente pela variagdo das condicbes de evaporagdo do arco voltaico
(Ebbsen;Ajayam,1992). Esta descoberta fez com que houvesse inumeras
pesquisas em relagdo as propriedades fisico-quimicas de nanotubos de carbono
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em todos os laboratérios mundiais. Os NT s&o estruturas cilindricas com didmetro
da ordem de poucos nanémetros e comprimento da ordem de microns, sendo
constituido exclusivamente por atomos de carbono dispostos em uma série de
anéis benzeno condensados em uma estrutura tubular, com ligacdes covalentes
carbono-carbono, com uma hibridizacdo nominal sp?. (Ebbsen; Ajayan, 1992,
Balasubramanian; Burgrhard, 2005, Souza Filho; Fagan, 2007, Tran et.al, 2009).

Os NT podem ser classificados em duas categorias, de acordo com a sua
estrutura: parede simples (single wall, SWCNT), que sao constituidos de uma
camada simples de grafite (grafeno) que se enrola produzindo um cilindro, e
parede multipla (multi wall, MWCNT), constituidos por duas ou mais camadas
simples de cilindros coaxias (obtidos ao enrolar uma folha de grafite), espagados
de 0,34 nm — 0,36 nm, um do outro, este espagamento € um pouco maior que a
distancia interplanar do grafite. Esses cilindros concéntricos podem ser
encontrados com seus extremos fechados ou abertos. (liima, 1991;
Balasubramanian; Burgrhard, 2005; Reilly, 2007; Saito et al., 2009). Os SWCNT
tém diametros entre 0,4 a 2,0 nm e comprimentos na faixa de 20 -1000 nm,
enquanto MWCNT sdo maiores, com didmetros na ordem de 1,4 a 100 nm e
comprimentos de 1 a varios micrébmetros. (Dresselhaus et al., 1998; Bianco et al.,
2005b; Tran et al, 2009).

As Nanofibras de Carbono (Carbon Nanofibers - NF) podem ser
consideradas como pertencentes a uma terceira classe de carbono
nanoestruturado, além dos fulerenos e nanotubos. No entanto ndo se trata de uma
estrutura bem definida. Muitas vezes sao classificadas como MWCNTs com
estrutura tipo bambu (bamboo-like), do tipo esqueleto de peixe (herringbone), ou
tipo empilhamento de copos (stacked-cup) (Melechko et al., 2007). No entanto,
tanto nanotubos (NT) quanto nanofibras de carbono (NF) s&o filamentos com uma
das dimensdes na faixa de 1-100nm baseados em carbonos hibridizados do tipo
sp2 e, em alguns casos, € dificil classificar uma estrutura como MWCNT ou NF. A
grande diferenga entre NFs e MWCNTs é a desordem na estrutura cristalina ao
longo do filamento. As NFs ndo se apresentam como um conjunto de SWCNTs
concéntricos e possuem muitas ligagdes pendentes (dangling bonds) em sua
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superficie que possivelmente sdo preenchidas com hidrogénio. Essa classe de
materiais, a primeira vista menos nobre, possui vasta aplicacdo, visto que
possuem algumas vantagens estruturais e de sintese em relagdo aos MWCNTSs:
temperatura de deposicdo menor, maior controle de deposi¢cao, maior capacidade
de funcionalizagéo. (Dai, 2002; Melechko et al., 2007).

As propriedades fisicas, quantidade, qualidade e o tipo de NT sintetizados
dependem do método utilizado para a sua fabricacdo. Os métodos de preparacao
mais utilizados na obtencdo de NT sdo descarga por arco elétrico, ablagao por
laser e deposicao quimica por vapor (CVD), utilizando catalisadores com ferro,
cobalto e niquel. (lijima, 1991; Dai, 2002, Balasubramanian; Burgrhard, 2005;
Reilly, 2007; Saito et al., 2009). Este ultimo método também € aplicado na sintese
das NF. (Melechko et al., 2007; Tran et al., 2009).

Na técnica de descarga por arco elétrico e ablagao por laser sdo baseados
na condensacao de atomos de carbonos gerados pela evaporacao (sublimagao)
de carbono a partir de um precursor soélido, geralmente, grafite de alta pureza. No
procedimento de descarga por arco elétrico, um plasma é gerado através de
eletrodos de carbono, resultando na deposi¢cdo de nanotubos de carbono sobre
um substrato. Ja no método de ablacao por laser utiliza-se um feixe de laser para
vaporizar um alvo de grafite combinado com um catalisador de metal de transicgéo,
a adicdo de um laser secundario melhora a qualidade dos NT através da
otimizagéo da vaporizagéo do alvo, minimizando a quantidade de carbono amorfo.
Entre as limitagcoes destas técnicas estdo a incapacidade de produzir SWCNTs ou
MWCNTs distintamente e a presenga de impurezas, sendo necessario, tratamento
quimico e térmico para a purificagao. (Foldvari; Bagonluri, 2008, Tran et al, 2009).

O método de deposicdo quimica na fase vapor (Chemical Vapour
Deposition - CVD) é conhecido desde o final da década de 60 (Walker et al., 1959)
e, ao longo dos ultimos 30 anos, se tornou técnica chave na deposicao de filmes
finos na industria de semicondutores. A partir de 1993, Yacaman et al., mostraram
que o crescimento NT e NF por CVD era o mais adequado para aplicagcoes

comerciais, principalmente em micro-eletrénica, pois € o método que pode utilizar
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todo o aparato ja existente na industria de semicondutores. O método CVD possui
muitas variagdes e esta intimamente ligado aos processos de micro-fabricacao.

De forma geral, o processo de crescimento de NT e NF por CVD baseia-se
na dissociagdo de um hidrocarboneto sobre um substrato de carbono e hidrogénio
na presenca de metais catalisadores. O metal catalisador pode ser previamente
depositado sobre o substrato ou ser proveniente da pirdlise de algum
organometalico na forma gasosa. Os hidrocarbonetos utilizados como precursores
podem variar bastante e algumas técnicas necessitam de um gas auxiliar reativo
sendo que NHs ou Hz sdo bastante comuns.

Em comparacdo com outros métodos o CVD, se mostra eficaz por nao
gerar estruturas amorfas de carbono juntamente com os NT e NF sintetizados,
consequéncia do maior controle que se tem sobre as varidveis do processo de
CVD, tais como temperatura do gas e do substrato e concentragdo do precursor.
Os nanoestruturados obtidos por CVD apresentam baixa quantidade de impurezas
e tamanho mais homogéneo, no entanto, algumas vezes ainda se faz necessario a
remocao destas impurezas. (Yacaman et al., 1993; Kong et al., 1998; Zhang et al.,
2000; Foldvari; Bagonluri et al., 2008).

As nanoparticulas de carbono, os nanotubos (NT) de parede multipla
(MWCNT) e as nanofibras (NF) utilizadas neste estudo foram sintetizadas no
Laboratério de Nanoengenharia e Diamante (NanoEng), do Departamento de
Semicondutores, Instrumentos e Fotonica da Faculdade de Engenharia Elétrica e
Computagao da UNICAMP pelo professor Helder José Ceragioli.

Os NT foram sintetizados através do método de deposicdo quimica a partir
da fase vapor assistida por um filamento quente (HFCVD), crescido em substrato
de cobre, recoberto com filme de polianilina e catalisado com nitrato de niquel. Os
hidrocarbonetos utilizados como fonte de carbono foram a canfora e a acetona, os
crescimentos dos nanotubos se deram na atmosfera de nitrogénio (Ceragioli et
al.,2008).

As NF foram sintetizadas de forma andloga aos NT, a diferenca é que nao
houve a presenca do catalisador, mudando a atmosfera de crescimento do gas

nitrogénio para o gas argoénio.
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Depois da descoberta dos nanotubos, muitos esforcos foram realizados no
sentido de conhecer tais nanoestruturas. A caracterizagdo é uma etapa importante
para o desenvolvimento da area da nanotecnologia, uma vez que tais
nanoparticulas apresentam caracteristicas estruturais singulares que podem
influenciar nas propriedades eletronicas, opticas e magnéticas (relagao estrutura-
propriedade). Amostras comerciais de NT, normalmente sdo acompanhadas de
caracterizagdo por meio de espectros de Raman, andlise elementar de dados e
microscopias eletrbnicas de varredura ou transmissao (Foldvari; Bagonluri et al.,
2008).

A espectrometria Raman se baseia na luz, monocromatica, de determinada
freqUéncia, dispersada ao incidir sobre o material a ser estudado. Quando um
feixe de luz monocromatica atinge um meio material, uma fracado muito pequena
dessa luz sofre uma mudanca na sua freqiéncia (espalhamento inelastico) e o
conjunto dessas frequiéncias modificadas constitui 0 que se chama de espectro
Raman (Popov, 2004). Segundo Ryder (2005), a espectrometria Raman é uma
ferramenta sensivel na deteccao de pequenas alteragdes estruturais e quimicas,
pois fornecem informagdes em nivel molecular, permitindo a investigacdo de
grupos funcionais, os tipos de ligagdes e conformacdes moleculares.

Portanto, as nanoparticulas utilizadas no trabalho foram caracterizadas por
espectroscopia de Raman, microscopia eletrdnica de varredura (FESEM - field
emission scanning electron microscope) e microscopia eletrénica de transmissao

de alta resolu¢ao (HRTEM - high-resolution transmission electron microscopy).

3.2. Avaliacao das Propriedades Magnéticas de Nanoparticulas de
Carbono

As nanoparticulas de carbono podem possuir propriedades fisico-quimicas
notaveis, uma delas o ferromagnetismo.

O nanomagnetismo € a area de pesquisa em fisica que trata dos
fenbmenos magnéticos especialmente presentes em estruturas com dimensdes

nanomeétricas (Salem et al., 2003). Desta forma, muitos pesquisadores de diversos
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campos da ciéncia que estudam os materiais magnéticos, como a Fisica, a
Engenharia de Materiais e Elétrica, entre outras areas, tem se interessado nas
propriedades fisico-quimicas desta nova classe de materiais (Wu et al., 2010).

O magnetismo € uma das areas mais complexa da fisica do Estado Soélido.
Embora, seja um dos campos de estudo mais antigos da ciéncia, sendo o seu
nome relacionado a uma cidade denominada Magnésia, sito na regido da antiga
Turquia, a qual era rica em minério de ferro, somente no inicio do século XX, com
o surgimento da Mecanica Quantica, que os fendmenos microscépicos do
magnetismo foram finalmente compreendidos. O magnetismo € um ramo da fisica
que estuda propriedades de sistemas magnéticos, e esta associado também com
o fenémeno interacao dos materiais relacionados as forcas de atragao e repulsao
(Rezende, 1996; Oliveira; Jesus, 2005).

Os materiais quando expostos a um campo magnético, fornecem respostas
distintas, este comportamento se origina nas mindsculas correntes elétricas
associadas ou a elétrons em érbitas atbmicas ou a spins de elétrons. Portanto,
quaisquer fendmenos magnéticos sdao devido a carga elétrica em movimento,
consequentemente, a corrente elétrica (Huang, 2003). No entanto, em escala
macroscopica, estas correntes geradas no interior do material, sdo tao pequenas

que podem ser tratadas como dipolos magnéticos (Oliveira; Jesus, 2005).

Quando um campo magnético externo, denotado por H, é aplicado a um

material, ocorre uma mudanc¢a nos dipolos magnéticos deste, dando origem a uma
resposta macroscopica que é a magnetizacdo, M (momento magnético por

—

unidade de volume). A indugdo magnética, B, € o campo proveniente da prépria

magnetizacdo do material e do campo externo aplicado. A relagdo, no Sistema
Internacional (SI), entre os trés campos (B, He M) é dada pela equacdo (21),
onde ,¢é a permeabilidade no vacuo igual a 47.107 N/A*:
B=u,(H+M) (21)
Os materiais podem ser classificados de acordo com a orientacdo de seus

momentos magnéticos em relagdo ao campo magnético externo aplicado (H ).

Portanto, temos as seguintes classes: diamagnetismo, paramagnetismo,
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ferromagnetismo, ferrimagnetismo e antiferromagnetismo (Ashcroft, 1976; Landau,
1960; Oliveira; Jesus, 2005).

Temos que y,€ a suscetibilidade magnética. Desta forma, podemos

substituir a equacao (22) na equacéo (21), obtendo a equacao (23):

M=y H (22)
B = p(H + z,H) (23)

Rearranjando a equacao (23) resulta a equacdo (24). Usualmente

denomina-se u=u,(1+ y,)que a permeabilidade do material, sendo assim, tem-
se, finalmente, a equacgao (5):
B=u,(1+ y,)H (24)
B=puH (25)
Desta forma, B também é proporcional a H . Neste trabalho, sdo utilizados
nanoparticulas com propriedades ferromagnéticas e que possuem y, >>1.

Consequentemente estes materiais apresentam uma caracteristica marcante
conhecida como magnetizacdo espontanea, ou seja, eles apresentam uma
magnetizacdo ndo nula, mesmo na auséncia de um campo magnético externo,
porque os dipolos magnéticos ja estao alinhados. No entanto, ao se aplicar um
campo magnético externo estes se orientam em relagdo ao campo magnético
aplicado (Oliveira; Jesus, 2005).

Um material ferromagnético encontra-se na maxima magnetizagao,

denominada de magnetizacdo de saturacéo (A7IS), quando todos os dipolos

magneéticos estao alinhados com o campo externo. Os metais de transicdo como o
ferro, o cobalto, niquel e alguns dos metais terras raras, como o gadolinio exibem
o ferromagnetismo. (Maignan et al., 2006).

Quando o material atinge uma determinada temperatura, denominado
temperatura de Curie (Tc), temperatura esta descoberta por Pierre Curie, esse
alinhamento € destruido, fazendo com que o material se comporte como um
paramagnético (Mendeleev et al., 2007; Todaka et al., 2008). A magnetizacédo

diminui a medida que a temperatura aumenta até um valor chamado de
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temperatura critica. Depois de atingir esta temperatura, o maior movimento
térmico dos atomos tende a tornar as dire¢des dos dipolos randémicas, tornando a
magnetizacao nula (Cullity, 1972; Spaldin, 2003; Todoka et al., 2008).

E possivel medir a variagdo da magnetizacdo (M ) em fungdo do campo
externo H, através da curva de histerese magnética.
O gréfico da variacdo de magnetizagdo (M ) de um material em funcédo do

campo externo aplicado H denomina-se curva ou ciclo de histerese. A figura 1
representa a forma de um ciclo de histerese tipico de um material numa fase
ferromagnética. Quando se aplica um campo magnético em um material

inicialmente desmagnetizado, este tende a atingir um patamar constante
denominado de magnetizagdo de saturacdo (M,) conforme esquematizado na

figura 1 (Sinnecker, 2000). Quando ha uma diminuicdo do campo magnético
aplicado a partir deste valor de saturagdo, o valor da magnetizacdo também
diminui até um valor conhecido como valor residual da magnetizacao, quando nao
ha aplicacdo de um campo magnético externo, mas mesmo assim, ha a existéncia
de uma magnetizacdo remanescente. Invertendo o sentido do campo magnético
aplicado, a magnetizacdo atinge valores cada vez menores até outro ponto de
saturacdo, desta maneira, repete-se o ciclo no sentido inverso, obtendo-se uma

curva fechada, denominada ciclo de histerese (Wlodarski, 2007).

magnetizacio

i AN

Magnetizacao Remanescente /

i
campo aplicado

<

N 4

Figura 1: Curva de magnetizacao onde ha processos irreversiveis caracterizando a formagao de uma histerese.
(SINNECKER, 2000).
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Portanto, as propriedades magnéticas das nanoparticulas podem ser
caracterizadas através de curvas de histerese, e através desta propriedade pode
ocorrer uma interacdo com um campo eletromagnético.

Para a avaliacdo das propriedades magnéticas utilizou-se um
magnetébmetro SQUID (Superconducting Quantum Interference Devices), um
equipamento comercial fabricado pela Quantum Design, modelo MPMS5
(“Magnetic Properties Measurements System”) de 5T (tesla) de campo maximo
(Laboratério de Materiais e Dispositivos do Instituto de Fisica Gleb Wataghin
(IFGW) da UNICAMP coordenado peo Prof. Dr. lakov Kopelevitch). Este
equipamento fornece a curva de magnetizacdo em funcao do campo magnético

aplicado (curva de histerese magnética).

3.3. Animais e Grupos Experimentais

Foram empregados para este estudo ratos Wistar machos com 7 a 8
semanas de idade, com massas entre 220 a 250 gramas, fornecidos pelo Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Biol6gica da Unicamp (CEMIB). Os animais
foram mantidos sob condicbes controladas de luz (ciclo de 12 horas de
claro/escuro) e temperatura (21°C). Os animais foram separados randomicamente
nos grupos de estudo.

Os procedimentos de manipulacdo experimental dos animais foram
realizados de acordo com as normas estabelecidas pelo “Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal” (COBEA) e aprovadas pelo comité de Etica em Pesquisa

do Instituto de Biologia da Unicamp (Proc.2292/1).

3.4. Administracao das Nanoparticulas

Nos testes comportamentais, as nanoparticulas foram administradas por

duas vias diferentes: via intratecal (i.t) ou via intraplantar (i.pl.).
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3.4.1. Administracdo Intratecal (i.t.) das Nanoparticulas

A metodologia de administragéo intratecal direta descrita por Papir-Krichel
et al. (Papir-Kricheli et al., 1987) foi ligeiramente modificada, de acordo com
trabalho publicado por Mestre et al. (Mestre et al., 1994). Apds tricotomia dorsal na
altura das cristas iliacas, os animais eram anestesiados, por via inalatéria,
induzida por isoflurano (Forane, Abbott Laboratérios do Brasil Ltda.) e
posicionados em decubito ventral sobre um cilindro, para que sua regiao lombar
ficasse hiperfletida. Em seguida, uma agulha para insulina BD Ultra-Fine® 30U
(29G) contendo nanoparticulas de carbono ou veiculo (propilenoglicol, Quemis
Industria Quimica do Brasil Ltda) era inserida no espaco subaracnéide, perfurando
a regiao medial entre as vértebras L4-L5 (x 1) em angulo de aproximadamente
45°, O volume administrado foi de 20 pl. A correta localizacdo da puncédo no
espaco subaracnéide pode ser verificada pela observagao de um reflexo na cauda
do animal. Apés a injecdo, a agulha era mantida por alguns segundos em posi¢ao
antes de sua cuidadosa retirada, para evitar o refluxo da solugéo injetada.

3.4.2. Administracdo local Intraplantar (i.pl.) das Nanoparticulas

As nanoparticulas de carbono foram injetadas na pata traseira direita (PD)
dos ratos por meio de uma seringa de insulina (BD Ultra-Fine® 30U, agulha 29G)
e inseridas no tecido subcutaneo meio da pata, entre as cinco calosidades distais,
no mesmo local de aplicagdo do estimulo mecéanico e o veiculo (propilenoglicol,
Quemis Industria Quimica do Brasil Ltda) na pata traseira esquerda (PE) utilizando
o mesmo procedimento de aplicacdo para a PD. Volumes 50 pL foram
administrados (Parada et al., 2003), em uma Unica dose, sob leve anestesia, por
via inalatéria, induzida por isoflurano (Forane, Abbott Laboratérios do Brasil Ltda).

3.5. Administracao de Dexametasona

Em alguns grupos de animais, 1 hora antes da administracdo das
nanoparticulas via intratecal (i.t) foi administrada a droga dexametasona
(Dexamethasone, Sigma Aldrich) subcutanea (s.c.).
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3.5.1. Administracdo Subcutinea (s.c.) de Dexametasona

A dexametasona foi injetada no dorso dos ratos por meio de uma agulha
hipodérmica 26G, conectada a uma seringa na concentragcao de 1mg/mL/kg.

3.6. Testes do limiar nociceptivo mecanico

O uso de filamentos de von Frey (von Frey, 1896) € um método utilizado
rotineiramente em procedimentos experimentais para avaliar nocicepgao. Esse
método foi adaptado para um equipamento eletrénico usado inicialmente em
humanos (Jensen et al., 1986) e posteriormente adaptado para ratos (Vivancos et
al., 2004). No presente trabalho, os experimentos foram realizados com um
analgesimetro eletrénico (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). A precisao do aparelho é de 0,5 gf e este esta calibrado para
registrar uma forca maxima de 150 gf, mantendo a precisao de 0,5 gf até a forga
de 80 gf. O contato do transdutor de forca com a pata é realizado através de uma
ponteira descartavel de polipropileno com 0,5mm de didmetro adaptada ao
transdutor. Os animais foram colocados em caixas de acrilico, medindo 12x20x17
cm cujo assoalho consiste de uma rede de malha igual a 5 mm?, constituida de
arame nao maleavel de 1 mm de espessura. Os ratos permaneceram nas caixas
durante 15 minutos para habituagdo antes do inicio do teste comportamental.
Espelhos ficam posicionados 25 cm abaixo das caixas de experimentacao para
facilitar a visualizagéo das plantas das patas dos animais.

O experimentador aplica, por entre as malhas da rede, uma forga
linearmente crescente no centro da superficie plantar da pata do rato até que o
animal retirasse reflexamente a pata estimulada. Os estimulos foram repetidos por
até seis vezes, em geral, até que o animal apresentasse 3 medidas consecutivas
similares.

O limiar mecéanico de retirada da pata expresso em gramas (grama-forga)
foi medido no tempo 0 hora (antes da administracdo das nanoparticulas ou
veiculos, o que se denominou de resposta basal) e em cinco tempos diferentes
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apos a administracao das nanoparticulas ou veiculos: 15, 30, 60, 180 minutos e 72

horas.

3.7. Analise Estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada com o auxilio do programa
Graph Pad Prism 4.0 e os resultados foram representados como a média + erro
padrao da média em grupos de 5 a 10 ratos Wistar. As diferencas entre os grupos
experimentais foram comparadas utilizando-se a analise de variancia de uma via
(one-way ANOVA) e duas vias (two-way ANOVA). Em seguida, foi realizado o
teste de comparagdes multiplas de Bonferroni para se obter comparagdes
pareadas. O nivel de significancia estabelecido foi de p<0,05.
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4. RESULTADOS
4.1. Caracterizacao das Nanoparticulas de Carbono

4.1.1. Nanotubos de Carbono

Como mostrado na figura 2, os nanotubos apresentaram um espectro de
Raman tipico. O espectro pode ser dividido em regides de freqliéncia de primeira
e segunda ordem. Na regido de primeira ordem aparecem dois picos intensos em
1325 cm™ e 1591 cm™, correspondentes ao pico de desordem sp? (linha D) e ao
pico de grafite altamente orientada Ez; (linha G). Na regido de segunda ordem, ha
um pico intenso em 2648 cm™ que corresponde a segunda ordem da linha D (2 x
D), um pequeno pico em torno de 2915 cm™, que corresponde a soma das
freqiéncias das linhas D e G (D + G), e outro pico de menor intensidade em torno
de 3215 cm™, que corresponde a segunda ordem da linha G (2 x G). A intensidade
do pico D é maior quando comparada a intensidade do pico G correspondente, o
que nao indica um alto grau de ordem C-C sp?, correspondendo aos espectros
Raman de nanotubos de carbono desordenados de paredes multiplas.
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Figura 2: Espectro de Raman dos Nanotubos (NT).
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Na figura 3, é apresentada uma imagem de microscopia eletrénica de
varredura (FESEM - field emission scanning electron microscope) e na figura 4
uma imagem de microscopia eletrdnica de transmissao de alta resolugédo (HRTEM
- high-resolution transmission electron microscopy) das amostras de NT.

ABTLuS SEI 50kV  X5500 1um  WD55mm

Figura 3: Imagem de microscopia eletrénica de varredura (FESEM) dos Nanotubos (NT).

Figura 4: Imagem microscopia eletronica de transmissao de alta resolucao (HRTEM) dos Nanotubos (NT).
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Observando as imagens 3 e 4, é possivel analisar que as amostras
consistem de estruturas tubulares nao-alinhadas com aglomeragdées emaranhadas
que cobrem a superficie do substrato, sendo imagens tipicas de nanotubos de
carbono de paredes multiplas (MWCNT). A ocorréncia das linhas paralelas
escuras nas imagens de HRTEM se deve a interacdo perpendicular do feixe de
elétrons com o MWCNT.

4 .1.2. Nanofibras de Carbono

Como demonstrado na figura 5 as nanofibras (NF) apresentaram um
espectro de Raman tipico. Analisando o espectro de Raman para os NT (figura 2)
pode se constar que esses se assemelham ao espectro de Raman para as NF nos
picos de primeira ordem, tendo em vista que para as NF os dois picos mais
intensos aparecem em 1326 cm™ e 1586 cm™, demonstrando que se tratam dos
mesmos hidrocarbonetos (canfora e a acetona). Cumpre salientar que o0s
espectros Raman de todos os materiais carbonosos exibem picos caracteristicos
na regido entre 1000 e 1800 cm . (Lobo et al., 2005).

Na regido de segunda ordem, também existe uma semelhanca dos
espectros de Raman dos NT e das NF, para as NF ha um pico intenso em 2650
cm’ e um pequeno pico em torno de 2894 cm™', portanto, apresentando somente
a segunda ordem da linha D e a soma das freqUéncias das linhas D e G (D + G),
respectivamente. Devido, ao eixo das abscissas mostrarem somente até o valor
de 3000 cm™, o terceiro pico de menor intensidade que corresponderia a segunda
ordem da linha G, ndo pode ser visualizado. No entanto, o espectro Raman
visualizado na figura 5 corresponde a um espectro tipico de nanofibras de

carbono.
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Figura 5: Espectro de Raman da Nanofibras (NF).

Na figura 6, é apresentada uma imagem de microscopia eletrdnica de
varredura (FESEM - field emission scanning electron microscope) e na figura 7
uma imagem de microscopia eletrdnica de transmissao de alta resolugédo (HRTEM
- high-resolution transmission electron microscopy) das amostras de NF.

'

SEI 50KV X43000 100nm WD 5.7mm

Figura 6: Imagem de microscopia eletronica de varredura (FESEM) da Nanofibras (NF).
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Figura 7: Imagem microscopia eletronica de transmissao de alta resolugao (HRTEM) das Nanofibras (NF).

Observando as imagens 6 e 7, € possivel analisar que as amostras
consistem de estruturas tubulares de uma Unica camada, numa estrutura cristalina
e crescem formando fibras. Diferindo da estrutura dos nanotubos visualizados nas
figuras 3 e 4, que se tratam de estruturas tubulares concéntricas de multiplas
camadas (paredes).

4.2. Avaliacao das Propriedades Magnéticas de Nanoparticulas de
Carbono

4.2.1. Nanotubos de Carbono

As medidas de magnetizagdo (M) em fungdo do campo magnético externo

aplicado (H) e da temperatura (T), foram realizadas nas amostras de nanotubos
de carbono, na temperatura T = 300 K e campo magnético aplicado de 5 T (tesla),
utilizando o magnetémetro comercial SQUID MPMS5 da Quantum Design.

A figura 8 mostra a curva de magnetizacdo em fungcéo do campo magnético

aplicado para a amostra de nanotubo (NT).
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Figura 8: Ciclo de histerese magnética para a amostra de NT para T = 300K, onde claramente se observa o
comportamento ferromagnético com grande magnitude da amostra de NT.

Desta figura observa-se de forma evidente um comportamento
ferromagnético paraT = 300K e H = 200000e, uma magnetizacdo extremamente
alta, aproximadamente de 1.75 emu/g.

Da analise do gréfico, observa-se que o comportamento ferromagnético
esta presente na temperatura T = 300K, portanto, conclui-se que a ponto de Curie
(Tc) é maior que a temperatura ambiente, que normalmente esta em torno de
259C, ou seja, aproximadamente 298K. Considerando, a temperatura corporal de
um rato em torno de 37°C (310K), pois o0s nhanotubos de carbono foram
administrados intratecal e intraplantar nestes animais, tém-se que estes nanotubos
ainda apresentarao um comportamento ferromagnético, de forma muito proxima a

magnetizacdo observada para T = 300K.
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4.2.2. Nanofibras de Carbono

Foram também realizadas medidas de magnetizacéao (IVf) em funcao do

campo magnético externo aplicado (ﬁ) e da temperatura (T), nas amostras de
nanofibras de carbono, em T = 300 K e campo magnético aplicado de 5 T (tesla),
utilizando o magnetémetro comercial SQUID MPMS5 da Quantum Design.

A temperatura de T =300 K foi escolhida uma vez, que se encontra
proxima da temperatura ambiente (T = 298 K) e da corporal dos animais foco
deste estudo que esta em torno de T = 310K, portanto, o comportamento
fornecido pela curva de magnetizacdo em funcao do campo magnético aplicado
para a amostra de nanofibra (NF), observado na figura 9, se aproxima do
comportamento magnético que ocorrerd em torno da temperatura ambiente e da
corporal dos animais estudados.

Como observado na figura 9, as NF nado apresentam um comportamento
ferromagnético de forma tdo evidente para T = 300K como o obtido para a
amostra de NT (figura 8), pois a magnitude da magnetizacao foi aproximadamente
de 0.125emu/g no ponto onde H = —20000e, menor que a observada para a
amostra de NT. A curva apresentada na figura 9, ndo é caracteristica para
materiais que apresentam comportamentos ferromagnéticos tipicos. Comparando
a figura 9 com a figura 8, observa-se um formato distinto entre as curvas.

Assim sendo, as NF estudadas neste trabalho apresentam uma magnitude
do comportamento ferromagnético menor do que a observada para as amostras
NT, apesar de possuirem a mesma estrutura molecular, como demonstrado pelo
espectro de Raman (figuras 2 e 5), uma vez que os hidrocarbonetos utilizados
como substrato foram os mesmos (canfora e a acetona). No entanto, € importante
salientar que os NT foram catalisados por Ni, um material ferromagnético

(Maignan et al., 2006), diferentemente das NF que n&do foram catalisadas.
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Figura 9: Ciclo de histerese magnética para a amostra de NF para T = 300K, onde o comportamento
ferromagnético ndao se mostra tao evidente quanto que para a amostra de NT.

Tendo em vista os resultados apresentados através das curvas de histerese
que caracterizaram o comportamento magnético das nanoparticulas, estas
podem ser classificadas em: alto magnetismo (HMN - high magnetic
nanopatrticles) e baixo magnetismo (LMN — low magnetic nanopatrticles), sendo
estes comportamentos, respectivamente, encontrado nos nanotubos e
nanofibras utilizadas neste trabalho.

Desta maneira, nas proximas sec¢des, serdo empregados estes termos
HMN e LMN para distinguir as nanoparticulas, uma vez, que é a propriedade

magnética que as difere.
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4.3. Avaliacao do limiar de Resposta Comportamental ao Estimulo
Mecanico apds Administracao Intratecal (i.t.) das Nanoparticulas

Como demonstrado na figura 10 painel A, a administracdo intratecal de
nanoparticulas com alto magnetismo (HMN — high magnetic nanoparticles), nas
doses de 5, 20 e 80 pg, diminui o limiar de resposta de retirada da pata ao
estimulo mecanico, verificado 15 minutos apds a administracdo. Embora a dose
de 20 ug e de 5 ug diferissem quanto ao efeito, aparentemente nao existe uma
relagdo entre a diminuicdo do limiar mecanico e a dose de nanoparticulas
administradas. A administragdo do veiculo (propilenoglicol, 20 puL) ndo induziu
diminuicdo do limiar mecéanico de retirada permanecendo igual a resposta basal
(dados nao mostrados).

Ao contrario das HMN, a administracao intratecal de nanoparticulas com
baixo magnetismo (LMN — low magnetic nanopatrticles), nas doses de 5, 20 e 80
Hg nao alterou o limiar mecénico, quando comparado com a administragdo do seu
veiculo (propilenoglicol), analisado no tempo 15 minutos apds administragao
(figura 10 painel B).

Como demonstrado na figura 11, a administragdo intratecal de 20 ug de
HMN reduziu o limiar mecanico de retirada da pata nos tempos de 15, 30 e 60
minutos apds a administracdo, retornando ao seu valor basal 3 horas (180
minutos) apos a administracdo. Em 72 horas, a resposta ao estimulo mecéanico de
retirada da pata foi novamente medida sendo que os grupos HMN e LMN néo
diferiam do veiculo, os quais nao apresentaram diferengca com a resposta basal.
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Figura 10: Limiar de resposta de retirada da pata ao estimulo mecanico em funcao da administracao intratecal de
high magnetic nanoparticles (HMN; painel A) ou low magnetic nanoparticles (LMN; painel B). A resposta de retirada
da pata ao estimulo mecanico foi avaliada 15 minutos apds as administracoes. As barras representam a média +
epm. * indicam p<0,05 em relacao ao veiculo (20 ulL) e # indica p<0.05 entre os grupos de 20ug 5ug (ANOVA,
seguido pelo teste de Bonferroni; n = 5 - 8).
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Figura 11: Limiar de retirada da pata ao estimulo mecanico em funcao do tempo, apds a administragao intratecal de
HMN (20p.g), LMN (20u.g) ou veiculo (20pL). Os valores estdao apresentados em média £ epm. * indicam p<0,05 em
relagdo ao tempo 0 e ao veiculo cujas variaveis se interagem. (ANOVA two-Way, Bonferroni; n = 5 - 8).

4.4. Avaliacao do limiar de Resposta Comportamental ao Estimulo
Mecanico apés Administracao intraplantar das Nanoparticulas

Como mostrado na figura 12, a administracdo de nanoparticulas (20 ug) no
tecido periférico local onde os estimulos mecéanicos foram aplicados nao induziu
alteracdo do limiar mecanico de retirada em fungéao do tempo (ANOVA two-Way) e
quando comparado com a administracdo do veiculo (propilenoglicol, 50 puL;
ANOVA two-Way).

As medidas foram realizadas nos tempos de 15, 30, 60, 180 minutos e 72

horas ap6s a administracdo intraplantar (i.pl.) das nanoparticulas.
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Figura 12: Limiar de retirada da pata ao estimulo mecanico em fungao do tempo, apés a administracéo intraplantar
de HMN (20ug), LMN (20ug) ou veiculo (50pL). Os valores estdo apresentados em média * epm. Nao houve
interacao entre as variaveis nem diferencas estatisticas entre os grupos (ANOVA two-Way; n =5 - 8).

4.5. Avaliacao do limiar de Resposta Comportamental ao Estimulo
Mecanico apés Administracao subcutanea de Dexametasona e

intratecal das Nanoparticulas

A figura 13 mostra que a administragdo subcutédnea de dexametasona
(DEXA) 1 (uma) hora antes da administracdo intratecal de 20 ug de HMN né&o
houve alteragcédo do limiar mecéanico de retirada em fungéo do tempo (ANOVA two-
Way) quando comparado com a administracdo do veiculo (salina, administragéo
subcutdanea 1 (uma) hora antes da administracéo intratecal de 20 pg de HMN;
ANOVA two-Way). As medidas foram realizadas nos tempos de 15, 30, 60, 180

minutos apo6s a administracao intratecal (i.t.) de HMN.
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Figura 13: Limiar de retirada da pata ao estimulo mecanico em funcao do tempo, apés a administracao intratecal de
HMN (20ug) com a administragao anterior subcutanea (DEXA ou Salina). Os valores estao apresentados em média *
epm. Nao houve interacédo entre as variaveis nem diferengas estatisticas entre os grupos (ANOVA two-Way; n=5 -
8).
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5. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo sugerem fortemente que o componente
magnético do campo eletromagnético formado durante a transmissdo neuronal
provoca uma influéncia na prépria transmissao neuronal, seja no axénio ou na
sinapse. Estes dados sao reforcados pelo fato da administracdo local no tecido
periférico de nanoparticulas magnéticas nao exercerem alteracées na resposta
neuronal frente a estimulos mecanicos. De fato, os dados deste trabalho deixam
claro que a administracdo de nanoparticulas de alto magnetismo no espaco
subaracndide diminui o limiar mecéanico de retirada da pata.

Os dados deste estudo também explicam os efeitos observados durante a
estimulacao transcraniana magnética (Cavallo, 2011). No entanto, este tipo de
estimulacdo mostra a atuagdo de um campo magnético externo na propagacao do
impulso, e 0s nossos resultados demonstram pela primeira vez, a interferéncia na
propagacao de um impulso nervoso de um campo magnético interno, através da
administracao de nanoparticulas de alto magnetismo

Neste estudo foram utilizados dois tipos de nanoparticulas, os nanotubos de
carbono (NT) e as nanofibras (NF). As informagdes quimicas e estruturais destas
substancias foram fornecidas pelo espectro de Raman, devido a semelhanca dos
seus espectros nos primeiros picos (veja figuras 2 e 5), pode-se concluir que sao
compostas pelas mesmos elementos quimicos, pois as fontes para o crescimento
destas nanoparticulas sdo os mesmos, ou seja, canfora e acetona (Ceragioli et
al.,2008).

No entanto, nos demais picos restantes do espectro de Raman ndo sao
observados uma coincidéncia como a obtida para os picos de maior magnitude, o
que demonstra que a agregacao dos elementos quimicos constituintes destas
substancias ocorre de maneira distinta. As imagens de microscopia eletrénica de
varredura (FESEM) e transmissao de alta resolucdo (HRTEM) demonstram que os
nanotubos e as nanofibras se agregam de modo distinto. Os nanotubos se
agregam de modo a formar tubulos concéntricos de parede multipla (multi wall,
MWCNT), constituidos por duas ou mais camadas simples de cilindros coaxias.
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Enquanto que as nanofibras se associam de modo a formar nanofilamentos.
Ainda, a anadlise pelo espectro de Raman, permitiu concluir que ndo ha grupos
funcionais distintos entre as nanoparticulas, estas sao constituidas pelos mesmos
elementos quimicos, alterando somente sua estrutura para a formacao em
nanotubos ou nanofilamentos. Portanto é muito improvavel que as alteragdes no
limiar mecanico observadas neste estudo, devam-se a configuracao estrutural das
nanoparticulas. Desta maneira, parece plausivel concluir que a propriedade
ferromagnética é a principal diferenga entre as nanoparticulas utilizadas neste
estudo.

Para avaliar o comportamento magnético dos nanotubos e das nanofibras
foi utilizada a curva de histerese magnética. A histerese apresentada pelo
nanotubo foi tipicamente de um material ferromagnético, com uma magnetizacao
alta de aproximadamente de 1.75 emu/g para T = 300K e H = 200000e. (Asano
et.al, 2010). Por outro lado, as nanofibras embora ndo apresentassem um
comportamento ferromagnético nulo, estas possuiam uma magnetizagdo muito
inferior aos nanotubos, ao redor de 0.125 emu/g paraT = 300K e H = —20000e.

A diferenga no comportamento magnético entre estas duas nanoparticulas
provavelmente ocorre devido a forma em que sao produzidas. Os nanotubos séao
catalisados por niquel que é um notavel material ferromagnético, enquanto as
nanofibras ndo sdo catalisadas por nenhum organometalico.

Baseado nos dados da histerese pode-se dizer que os nanotubos usados
neste estudo possuem uma magnetizacdo mais caracteristica ferromagnética
quando comparado com as nanofibras usadas neste estudo, pois uma pequena
variagdo no campo magnético é possivel causar uma grande variacdo na
magnetizacdo dos nanotubos, diferentemente do observado nas nanofibras, em
que na curva de histerese sua inclinagdo € menor, denotando que é necessaria
uma grande variacdo no campo magnético para se obter uma pequena variagao
na magnetizacdo. Portanto, devido as diferencas das nanoparticulas em relacéo
ao comportamento ferromagnético, estas foram classificadas em alto magnetismo
(HMN — high magnetic nanoparticles) e baixo magnetismo (LMN — low magnetic

nanoparticles), sendo estes comportamentos, respectivamente, encontrado nos
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nanotubos e nanofibras. E importante salientar ainda que, independente da
importancia de se estudar o comportamento biolégico das nanoparticulas, neste
estudo estas foram utilizadas como uma ferramenta por apresentarem
comportamentos ferromagnéticos distintos.

E importante ressaltar também que as medidas do comportamento
magnético levaram em conta a temperatura corporal média de ratos.

Neste estudo nao foi realizado testes de biocompatibilidade das
nanoparticulas utilizadas, no entanto, o fato do limiar mecanico das patas de ratos
tratados com nanoparticulas retomarem os mesmos valores basais 72 horas apo6s
a administracdo, sugere que as nanoparticulas ndo produziram nenhum efeito
toxico que pudesse refletir na resposta neuronal.

Muitos trabalhos tém sido realizados com relagao a biocompatibilidade das
nanoparticulas de carbono (Mitchell et al., 2007; Smart et al., 2006; Zhou et al.,
2009). Estes estudos, porém, divergem quanto a sua toxicidade. Varios fatores
podem influenciar diretamente na resposta do organismo frente a nanoparticulas,
como o tamanho, a solubilidade, a via de administracdo, concentracdo e a dose
(Foldvari; Bagonluri, 2008; Zolnik et al., 2010). Como estes estudos geralmente
divergem em relacdo aos parametros citados, é difici a comparacdo dos
resultados.

A instilagdo traqueal de nanotubos de carbono parece induzir aumento de
citocinas proé-inflamatorias e de células B um dia apds a administracao (Park et al,
2009). Também foi demonstrado um aumento da proliferacdo dos linfocitos T apos
a administracdo in vivo de nanotubos (Grecco et al., 2009). Por outro lado, foi
demonstrado que o efeito cumulativo de nanotubos de carbono em células
epiteliais pulmonares ndo induzem morte celular, mesmo depois da exposi¢ao as
altas doses (Thurnherr et al., 2010). Outros trabalhos demonstraram que
nanotubos de carbonos podem ser fagocitados sem induzirem a produgdo de
citocinas (Kateb et al. 2007). Também em células apresentadoras de antigeno,
tais como macréfagos e células dendriticas, nanoparticulas de carbono nao
apresentam nenhum comportamento téxico significativo (Palomaki et al. 2010).

Por ndo haver um efeito inflamatério evidente das nanoestruturas de carbono, a
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maioria dos autores aposta em um potencial para serem utilizadas como
carreadoras de substancias nos sistemas biologicos (Bianco et al., 2005a; Liu et
al., 2008; Chaudhuri et al., 2010).

E importante salientar que as nanoparticulas utilizadas neste trabalho nao
s&o comerciais e sim produzidas com fins experimentais, em particular os
nanotubos de carbono ferromagnético, o qual foi produzido para este estudo.
Embora a toxicidade destas nanoparticulas ainda seja um assunto controvérsio,
estudos realizados com as mesmas nanoparticulas utilizadas neste trabalho
demonstraram que mesmo apds 48 horas de exposicdo dos macréfagos aos
nanotubos nao foi detectada apoptose (dados ainda nao publicados). Além destes
dados, o fato da administracdo destas nanoparticulas no tecido periférico nao
alterarem o limiar mecénico de resposta de retirada da pata indica que nao
ocorreu neste tecido nenhum processo inflamatério, pois se assim fosse ocorreria
uma diminuigdo do limiar mecanico (Parada et al., 2003). Contudo, deverao ser
realizados ainda experimentos para demonstrar que a diminuicdo do limiar
mecéanico de retirada da pata observado apds a administracdo intratecal de
nanoparticulas com alto magnetismo ndao se deve a uma sensibilizacdo dos
nociceptores devido a liberagcdo de mediadores inflamatérios no tecido neuronal
(Parada et al., 2003).

Ainda é importante esclarecer que embora o comportamento de retirada da
pata ao estimulo mecéanico observado para a administragao via intratecal de HMN
(high magnetic nanoparticles) seja tipicamente nociceptivo, os dados deste
trabalho ndo nos permitem afirmar que a diminuigao do limiar mecénico de retirada
da pata envolva apenas a via nociceptiva.

Os resultados mostram que o comportamento magnético apresentado pelas
nanoparticulas interfere na resposta da retirada da pata ao estimulo mecanico,
nos tempos de 15, 30 e 60 minutos apds a sua administracdo. Uma vez que este
efeito ndo é decorrente da liberagdo de mediadores inflamatérios, pois o
experimento com a droga Dexametasona, administrada 1 hora antes da
administracao intratecal de HMN demonstrou que o efeito das HMN permanece,
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pois ndo houve alteracédo do limiar de retirada de pata quando comparada com a
administracao de salina 1 hora antes da administragéo intratecal de HMN.

Outro efeito pouco provavel seria um efeito neuropatico das nanoparticulas
ferromagnéticas, pois este provavelmente nado seria um efeito exclusivo do
comportamento magnético das nanoparticulas, uma vez que as nanoparticulas
com pouco ferromagnetismo ndo produziram nenhuma alteracdo no limiar
mecanico da pata de ratos.

Embora a diminuicdo do limiar mecanico ndo seja resultado de uma
sensibilizacao de origem inflamatéria e seja improvavel ser de origem neuropatica,
como ja mencionado anteriormente, a diminuicdo do limiar mecanico
determinando um estado de hiperalgesia € uma caracteristica dos estados
inflamatérios. Porém, dois dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da
hiperalgesia inflamatéria poderiam, de certa forma, estar envolvidos na acao
magneética das nanoparticulas: 1. Aumento da excitabilidade neuronal, no caso da
hiperalgesia inflamatéria devido aumento da expressdo dos canais de sédio
dependente de voltagem Nay1.8 (Parada et al., 2003; Villarreal et al., 2009) e 2.
Aumento da liberacdo do neurotransmissor glutamato pelo neurdnio sensorial
primario e consequente ativacdo dos receptores de NMDA (Parada et al., 2003).
Sendo assim, baseado nos dados obtidos neste estudo, a hipbtese mais provavel
€ que o campo magnético dindmico formado com a administragdo de
nanoparticulas ferromagnéticas e a corrente ibnica durante a transmissao
neuronal interfere com a atividade dos canais ibnicos dependentes de voltagem,
sobretudo os canais de sédio Nay1.8 e os canais de calcio nas sinapses. Estes
ultimos responsaveis pelo influxo de calcio e liberagdo de glutamato (Choi et. al,
2011; Tumati et.al, 2011). A facilitacdo na abertura destes canais leva a um
aumento da excitabilidade neuronal e conseqientemente a uma diminuicdo do
limiar mecanico de retirada da pata que corresponde clinicamente ao sinal de
hiperalgesia. Embora este estudo verifigue a resposta a estimulos mecanicos
nociceptivos, € provavel que a resposta a outros estimulos como térmico e
quimico também estejam alteradas (Bucher; Goaillard, 2011). A percepcao

mecéanica nao nociceptiva também poderia sofrer alteracdes e desconforto, porém
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o0 processo de adaptacdo dos receptores mecanicos provavelmente nao foi
alterada (assunto revisado por Riedel; Neeck, 2001; Miranda et al. 2011).

Estudos eletrofisiologicos deverdo ser realizados para a melhor
compreensao deste fendbmeno. Porém deveremos ainda realizar experimentos
para demonstrarmos a participacdao dos receptores de NMDA nesta hiperalgesia
induzida por nanoparticulas magnéticas e experimentos medindo o influxo de
calcio em cultura de neurénios do GRD despolarizados com administracdo de
potassio no meio.

E importante também ressaltar que ndo foi observado neste estudo um
comportamento nociceptivo evidente apds a administracdo de nanoparticulas,
demonstrando que estas ndo estimulam as vias nociceptivas, ou seja, nao
induzem abertura de canais de sédio, de forma direta. Este dado € compativel
com o fato das nanoparticulas ferromagnéticas nao induzirem a formacao de um
campo magnético dindmico sem que haja corrente ibnica. Portanto o efeito das
nanoparticulas ferromagnéticas apenas seria evidente ao ser aplicado um
estimulo neuronal, no caso mecanico, que deflagrasse um potencial de acao na
fibra neuronal. Sendo assim, o fenémeno observado foi uma diminuicdo do limiar
mecanico (Parada et. al, 2003).

Em outras palavras, os resultados apresentados materializam o fato de que
a presengca das nanoparticulas com alto magnetismo (HMN) no espacgo
subaracnoide interfere agudamente no comportamento de retirada da pata ao
estimulo mecénico, caracterizado eletrofisiologicamente pela diminui¢cdo
temporaria do limiar de excitabilidade da via de conducdo deste estimulo
mecanico, desta forma havendo a facilitacdo, ndo necessariamente somente ou
exclusivamente pela via nociceptiva.

Esta diminuicdo do liminar de excitabilidade ocorre de forma temporaria,
nos primeiros 60 minutos, pois apos este periodo, dados na literatura demonstram
que ocorre uma internalizagdo das nanoparticulas por macréfagos e células
dendriticas (Yang et. al, 2006; Podesta et. al, 2009;. Thurnherr et.al, 2010).

Teoricamente as nanoparticulas com alto magnetismo (HMN) administradas
no local proximo a propagacdo de um determinado impulso nervoso (espago
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subaracn6ide da medula espinal), podem modificar a disposicdo de cargas
elétricas dos canais voltagens dependentes, inclusive de sddio e calcio, facilitando
a mudanca conformacional destes canais voltagens dependentes de sédio (ao
longo do axénio) e calcio (nos terminais pré-sinapticos), permitindo que estes
sejam abertos mais facilmente permitindo um maior influxo dos respectivos ions e
consequentemente uma diminuicdo do limiar de excitabilidade da membrana
nervosa seja ao longo do neur6nio ou nos terminais pré-sinapticos, facilitando a
liberacdo do neurotransmissor, assim, caracterizado pela diminuicdo do limiar
mecanico de retirada da pata.

A hipétese da interferéncia das nanoparticulas com alto magnetismo nos
canais voltagem dependente se torna plausivel do ponto de vista fisico, uma vez
que potencial de repouso da membrana ndo é um potencial estatico e sim
dindmico, pois é decorrente de vazamento idnicos por canais ibnicos que nao
dependem de voltagem e da atividade constante da bomba de so6dio-potassio.
Portanto, por definicdo existe um campo eletromagnético, embora de baixa
magnitude, constantemente formado na membrana das células, uma vez que se
tém movimentos de cargas elétricas. Este campo eletromagnético se torna mais
evidente em células excitaveis, uma vez que 0os movimentos de cargas elétricas é
muito mais intenso devido a formacado dos potenciais de ag¢do. Na presenca do
campo eletromagnético estabelecido pela membrana plasmatica as nanoparticulas
com alto magnetismo, podem interferir nos canais voltagem dependente, uma vez
que existe uma relagéo entre a corrente elétrica e 0 campo magneético.

Os dados deste estudo sugerem que a propagac¢ao do impulso nervoso é
um fendmeno eletromagnético, é ndo apenas elétrico como suposto até entdo. De
certa forma demonstrou-se neste estudo que o componente magnético possui
interferéncia direta transmissdo do impulso nervoso, provavelmente porque 0s
canais ibnicos voltagem dependentes, na realidade, se abrem devido um campo
eletromagnético e nao apenas elétrico.

Desta maneira, em resumo, o trabalho aponta que:
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As nanoparticulas magnéticas utilizadas no trabalho: nanotubos e
nanofibras possuem espectros de Raman muitos parecidos uma vez que
sdo constituidas basicamente pelos mesmos elementos quimicos, no
entanto, possuem propriedades magnéticas distintas caracterizadas pela
curva de histerese magnética, permitindo-o classifica-las em alto
magnetismo (high magnetism nanoparticles — HMN) e baixo magnetismo
(low magnetism nanoparticles — LMN), respectivamente, nanotubos e
nanofibras;

A administracao intratecal de nanoparticulas com alto magnetismo reduz o
limiar mecéanico de retirada da pata em ratos wistar avaliado pelo método
de von Frey eletrbnico independente da quantidade administrada;

A administragdo intratecal de nanoparticulas com baixo magnetismo nao
alterou o limiar mecénico de retirada da pata em ratos wistar avaliado pelo
método de von Frey eletrdnico independente da quantidade administrada;

A administracdo intraplantar de nanoparticulas alto magnetismo ou baixo
magnetismo nao alterou o limiar mecéanico de retirada da pata em ratos

wistar avaliado pelo método de von Frey eletrbnico;

60



6. CONCLUSAO

Os dados deste estudo sugerem a importancia do componente magnético do

campo eletromagnético na propagacao e transmissao do impulso nervoso.
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CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil hitp://www.ib.unicamp.br/ceea/
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8.2.

Declaracdo da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA)

DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que o conteudo de minha dissertagdo de Mestrado intitulada
INTERFERENCIA DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS ADMINISTRADAS NA MEDULA
ESPINAL NA RESPOSTA COMPORTAMENTAL A UM ESTIMULO MECANICO

() nao se enquadra no § 3° do Artigo 1° da Informag&o CCPG 01/08, referente a bioética e
biosseguranca.

Tem autorizagdo da(s) seguinte(s) Comissao(6es):
() CIBio — Comissao Interna de Biosseguranga , projeto No. , Instituicdo:

( X ) CEUA - Comissfo de Etica no Uso de Animais , projeto No. 2292-1, Instituigdo:
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS — UNICAMP.

() CEP - Comisso de Etica em Pesquisa, protocolo No. - , Instituicéo:

* Caso a Comissdo seja externa ao IB/UNICAMP, anexar o comprovante de autorizagdo
dada ao trabalho. Se a autorizagdo néo tiver sido dada diretamente ao trabalho de tese
ou dissertagdo, devera ser anexado também um comprovante do vinculo do trabalho do
aluno com o que constar no documento de autorizagdo apresentado.

re
A
Aluno: PRISCILA AMARAL FERREIRA
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Orientador: CARLOS AMILCAR PARADA

Para uso da Comissao ou Comité pertinente:
( ) Deferido ( ) Indeferido

w

- Garimbo e assindtura (/"

Carimbo e assinatura

Para uso da Comisséo ou Comité pertinente:
(X) Deferido () Indeferido

s N one . Freuuclar wa (et
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Profa. Dra. ANA MARIA APARECIDA GUARALDO
Presidente da Comissdo de Etica no Uss de Animans
CEUAINICAMP
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