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RESUMO

PEREZ, isis Paes d’ Assumpgéo. O Efeito da Exposicdo de Campos Magnéticos
Estaticos sobre Fibroblastos em Cultura. 77 péginas. Rio de Janeiro, 2022.
Dissertacao (Mestrado Multidisciplinar em Fisica Aplicada) — Instituto de Fisica,

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil, 2022.

As aplicacdes bioldgicas de campos magnéticos aparecem desde 0s primeiros
relatos da observacdo de Tales de Mileto sobre o magnetismo, no século VI a.C.
Diversos estudos tém apontado para a presenca de efeitos biol6gicos dos campos
magneéticos sobre células vivas em cultura. Porém, os resultados encontrados séo
bastante conflitantes e algumas das principais causas parecem ser as diferencas nas
direcbes, sentidos e magnitudes dos campos, além da variabilidade natural das
células. Essa dissertacdo tem como objetivo geral revisitar os efeitos da exposicao de
campos magnéticos estaticos externos sobre células vivas em cultura. Como objetivos
especificos, propomos verificar o efeito de campos magnéticos estéaticos sobre células
de fibroblastos NIH3T3. Buscamos reconhecer possiveis diferencas em crescimento
e migracdo celular, caracterizando de maneira quantitativa correlagées entre a
exposicado de campos magnéticos estaticos e o aumento de mitoses e mudancas nas
velocidades de migragédo. Analisamos os efeitos dos campos magnéticos estaticos
também em um modelo de “fechamento de ferida”. Para tanto, realizamos
experimentos em estufa e em videomicroscopia para avaliar o efeito de campos

magnéticos sobre estas células. Utilizamos as condig8es: controle; Porta Amostras

—, com campos magnéticos de polo norte e sul nas laterais da amostra, de magnitude

de (36,6 £ 0,2) mT no centro da placa; e condi¢cdes nas quais o ima de neodimio foi
colocado abaixo da placa nas diregdes Polo Norte T , de magnitude de (325 + 3) mT;

(4) Polo Sul l , de magnitude de (396 + 4) mT; e Polo Norte(maior) T de magnitude de
(280 = 1) mT. Os resultados obtidos nestes experimentos mostraram um aumento

significativo de proliferacdo na condicdo Porta Amostras —, de aproximadamente
53% (r/rc = 1.53 + 0.16), ap0os 24h de exposi¢ao. Nessa mesma condi¢cdo observamos
um aumento de 1.41 vezes na taxa de mitose de células. Entretanto, ndo obtivemos
diferencas significativas nas outras condicdes experimentais usadas. Nos

experimentos de migracdo celular e de “fechamento de ferida” realizados apenas na



condicdo Porta Amostras —, as células ndo apresentaram modificacdes de migracéo,
direcionamento ou reducdo de area na presenca de campo magnético. Concluimos
gue 0S campos magnéticos estaticos utilizados em nosso estudo sdo capazes de
gerar efeitos somente sobre a proliferacdo de células de fibroblastos NIH3T3 em
determinadas condicfes especificas. Nenhum efeito sobre migracédo celular foi

observado.

Palavras-chave: fibroblasto; magnetobiologia; efeito biolégico dos campos

magnéticos; campo magnético estatico; biomagnetismo; bioeletromagnetismo.
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ABSTRACT

The biological applications of magnetic fields appear since the first reports of Thales
of Miletus' observation of magnetism, in the 6" century B.C. Several studies have
pointed to the presence of biological effects of magnetic fields on living cells in culture.
However, the results are quite conflicting and one of the main causes seems to be the
differences in the directions and magnitudes of the fields, in addition to the natural
variability of cells. This dissertation aims to revisit the effects of external static magnetic
fields on living cells in culture. We propose to verify the effect of static magnetic fields
on NIH3T3 fibroblast cells and to recognize possible differences in cell growth and
migration, quantitatively characterizing correlations between exposure to static
magnetic fields and changes in mitosis and migration rates and in “wound closure”
model. We used the conditions: control; Sample Holder, with north and south poles
magnetic fields on the sides of the sample, of magnitude (36.6 + 0.2) mT in the center
of the plate; and conditions in which the neodymium magnet was placed below the
plate in the North Pole directions, of magnitude (325 £ 3) mT; (4) South Pole, with a
magnitude of (396 + 4) mT; and North Pole of magnitude (280 + 1) mT. Our results
showed a significant increase in the proliferation rate in the Sample Holder condition,
approximately 53% (r/rc = 1.53 + 0.16) after 24h of exposure, and a 1.41-fold increase
in cell mitosis rate. However, we did not observe significant differences in the other
experimental conditions used. Cell migration and “wound closure” analysis, performed
only in the Sample Holder condition, also did not show significant differences in the
presence of magnetic field, when compared to control. We conclude that static
magnetic fields used in our study are capable of generating effects only in the
proliferation of NIH3T3 fibroblasts under certain specific conditions. No effect on cell

migration was observed.

Keywords: fibroblast; magnetobiology; biological effect of magnetic fields; static

magnetic field; biomagnetism; bioelectromagnetism.
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INTRODUCAO

1.1. Histérico e conceitos gerais de magnetismo

Para o avanco da ciéncia sao necessarias virtudes e competéncias, dentre elas
a curiosidade, a tenacidade, a resiliéncia e o trabalho. Também € importante a ousadia
pelo saber, como diz o lema em latim, “Sapere Aude”, citacdo que apareceu pela
primeira vez na publicagdo Epistularum liber primus do fil6sofo Horécio, em 20 a.C.
(Ferry, 2002). As respostas que buscamos através de experimentos e do método
cientifico muitas vezes geram novas perguntas. Contribuir para elucidar os
mecanismos bioldgicos e processos fisioldgicos envolvidos nos efeitos bioldgicos de
campos magnéticos se torna umas das principais motivacfes deste trabalho.

Atualmente entendemos que magnetismo é uma area de fisica que estuda os
fendbmenos magnéticos, podendo ser definido também como o préprio conjunto destes
fendbmenos. Ja o eletromagnetismo pode ser definido como uma area que estuda os
fenbmenos elétricos e magnéticos (Tipler e Mosca, 2006; Young e Freedman, 2015).

Historicamente sabemos que os fendbmenos magnéticos foram observados pela
primeira vez pelos gregos, a mais de 2500 anos (Tipler e Mosca, 2006; Young e
Freedman, 2015). Tales de Mileto, que viveu entre 580 a.C. e 546 a.C., teria feito
experimentos com uma pedra (minério de ferro imantado) que apresentou
propriedades de atracdo magnética. Nesse periodo foram identificadas entdo estas
pedras com propriedades magnéticas, atualmente chamadas de magnetita (Fe304)
em Magnésia. Atualmente o material dessas pedras pode compor 0s imas
permanentes (Beck-Krueger et al., 2011; Tipler e Mosca, 2006; Young e Freedman,
2015).

As propriedades magnéticas também foram estudadas pela primeira vez na
China por volta do século Ill a.C. Também na China, entre os séculos Il e | d.C, na
dinastia Han, foi descoberta a orientagdo norte-sul em uma barra magnética. Entao,
observando as propriedades magnéticas, foi desenvolvida a primeira bussola
magnética que se tem registro, em um formato de colher, feita de magnetita,
apontando para o sul magnético. A colher dessa bussola gira livremente sobre uma
placa de bronze em resposta ao torque geomagnético. Inicialmente foi usada em
cerca de 200 a.C. a 250 d.C. para adivinhacdo e geomancia, e, posteriormente, para

navegacao. (Carlson, 1975).
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Efeitos biologicos de campos magnéticos tem sido observados estudados
desde entdo, a partir dos primeiros relatos de Tales de Mileto sobre o magnetismo no
século VI a.C. (Beck-Krueger et al., 2011; Young e Freedman, 2015). Estudos sobre
aplicacbes biologicas para campos magnéticos foram feitos por Paracelso por volta
de 1500 d.C. e por Franz Mesmer, que viveu entre 1734 e 1843 (Beck-Krueger et al.,
2011).

Em 1600 foi publicada em latim a obra de Willian Gilbert sobre imas,
denominada “De Magnete, Magneticisque Corporibus, et de Magno Magnete Tellure”
na qual o autor descreve as caracteristicas dos iméas, dos materiais magnéticos e do
magnetismo da terra, sendo considerado um dos primeiros a abordar este tema. Ele
também descobriu que o planeta Terra € como um ima, tendo polos norte e sul
proximos aos polos geograficos, sendo o polo norte geogréfico préximo do polo sul
magnético e o polo sul geografico proximo do polo norte magnético (Gilbert, 1600;
Purcell, 1985; Tipler e Mosca, 2006; Young e Freedman, 2015).).

Hans Christian Oersted em 1820 apresentou as primeiras evidéncias da relacao
entre o magnetismo e o0 movimento de cargas elétricas em uma carta em latim, sendo
considerado como o descobridor do eletromagnetismo. Ele realizou experimentos com
uma bussola, demonstrando que sua agulha poderia ser desviada quando se passava
uma corrente elétrica proxima (G., 1921; Oersted, 1820; Tang e Pai, 2021).

Posteriormente, em 29 de agosto de 1831, Michael Faraday descobriu a
indugdo magnética. Os registros dessa descoberta foram relatados em seu caderno
de laboratério, com o titulo “Experiments on the production of electricity from
magnetism”, com uma descricdo detalhada do experimento. Os registros de seu
caderno de laboratério foram publicados pela primeira vez em 1936, e atualmente tem
os 7 volumes (de 1820 a 1862) reunidos pela edicdo mais recente de Thomas Martin,
de 2008 (Dias e Martins, 2004; Faraday, 1932-1936; Bagnoli e Livi, 2018). Faraday
também realizou estudos sobre o diamagnetismo entre 1845 e 1846, e sobre o
paramagnetismo em 1855 (Bagnoli e Livi, 2018).

Logo em seguida Joseph Henry, que também havia feito essa descoberta,
descobriu o fenbmeno eletromagnético de autoindutancia, compreendendo que o
movimento de um ima nas vizinhancas de uma espira condutora pode produzir

corrente elétrica nessa mesma espira (Henry, 1838).
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A principal unidade de medida utilizada para campos magnéticos é o tesla (T),
cujo nome € uma homenagem ao cientista Nikola Tesla, que viveu entre 1857 e 1943
(de ARAUJO, 1999).

As interacdes elétricas e magnéticas estao relacionadas no eletromagnetismo,
e seus principios sao estudados e sintetizados através das equacdes de Maxwell,
publicadas pela primeira vez no artigo “On Physical Lines of Force” (Maxwell, 1861).

imas podem produzir campos magnéticos estaticos e possuem polos
magnéticos denominados norte e sul. Polos iguais de repelem e polos opostos se
atraem. Ja um eletroima é formado por uma bobina elétrica ou solenoide com espiras
circulares enroladas agrupadas (Tipler e Mosca, 2006; Young e Freedman, 2015).

O campo magnético € um campo vetorial. O campo elétrico em torno de uma
carga elétrica diminui com o quadrado da distancia da carga. Ja 0 campo magnético
em torno de um dipolo magnético diminui com o cubo da distancia do dipolo. Um
campo magnético pode ser criado por uma carga puntiforme deslocando-se em
velocidade constante (Barnothy, 1964; Young e Freedman, 2015).

As linhas de um campo magnético emitem de um polo magnético, divergindo
para seus arredores e convergindo para o outro polo magnético, do polo norte para o
polo sul, apontando para fora do polo norte e para dentro do polo sul. Elas séo
utilizadas para representar os campos magnéticos. Em cada ponto, essas linhas se
alinham de forma tangente ao vetor do campo. (Considine, 2006; Purcell, 1985; Tang
e Pai, 2021). Para visualizar como essas linhas se comportam, um experimento
utilizando limalhas de ferro pode ser realizado, no qual as limalhas vao se reunir,
alinhando-se de forma tangente a algumas dessas linhas (Tipler e Mosca, 2006;
Young e Freedman, 2015).

Os campos magneéticos estaticos podem ser classificados de acordo com suas
intensidades. Campos magnéticos menores que 1mT (B < 1mT) sao considerados
“fracos”; campos magnéticos entre 1mT e 1T (I1mT < B < 1T), sé@o considerados
“‘moderados”; e campos magnéticos maiores que 1T (B > 1T), sao considerados
‘intensos” (Zang et al, 2017).

O campo magnético da Terra € predominantemente um dipolo axial de
magnitude de cerca de 25.000-65.000 nT (0,025-0,065 mT) na superficie da Terra. A
area que estuda sobre esse tema é o paleomagnetismo (Hulot et al, 2010).

O corpo humano também produz campos magnéticos denominados

biomagnéticos. Eles sdo detectados em varias partes do corpo, dentre elas o cérebro,
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o figado e o coracdo. No caso dos campos biomagnéticos do coracdo, estes tiveram
seus primeiros registros de deteccdo em 1963 (Baule e McFee, 1963; Cohen, 1969,
1975; Young e Freedman, 2015).

Os campos magnéticos produzidos pelo corpo humano (biomagnéticos) estédo
na faixa de nanoteslas (107° T) a femtoteslas (107> T), sendo os campos mais
intensos os produzidos pelo coragdo humano (1071° T) e musculos (10711 T) (medidos
pela magnetocardiografia e pela magnetomiografia respectivamente). (Aradjo, 1999).

Estes campos podem ser medidos através de sensores magnéticos sensiveis,
como o Superconducting Quantum Interference Device (SQUID), sendo possivel a
realizacdo de exames como o magnetoencefalograma, o magnetocardiograma, o
magnetogastrograma, dentre outros (Araujo, 1999; Sternickel e Braginski, 2006).

O magnetismo pode ser compreendido de forma moderna como um fendbmeno
qguantico, baseado nos conceitos de spin e momento angular, além do momento
magnético. As propriedades magnéticas da matéria podem ser definidas
principalmente como  ferromagnetismo, paramagnetismo, diamagnetismo,
ferrimagnetismo e antiferromagnetismo (Tipler e Mosca, 2006; Tang e Pai, 2021).

Os materiais ferromagnéticos contém dominios microscépicos dentro dos quais
os dipolos magnéticos moleculares estdo naturalmente alinhados. Nestes materiais €
encontrada a magnetizacdo espontanea, diferente de nos materiais paramagnéticos
e diamagnéticos. Entretanto, se torna paramagnético se sua temperatura for elevada
acima de sua temperatura de Curie (pois esta é a temperatura na qual, quando
alcancada, um im& ou material que seja ferromagnético perde suas propriedades
magnéticas, sendo que cada material tem a sua temperatura ou ponto Curie
especifico). Exemplos de materiais ferromagnéticos séao o ferro, o cobalto, o niquel e
o gadolinio (Considine, 2006; Barnothy, 1964; Tipler e Mosca, 2006; Tang e Pai, 2021,
Young e Freedman, 2015).

Os materiais paramagnéticos possuem dipolos magnéticos atébmicos que
normalmente ndo estéo alinhados, mas ficam magnetizados quando sdo expostos a
campos magnéticos externos. Exemplos de materiais paramagnéticos sao o aluminio,
o tungsténio e a platina (Tipler e Mosca, 2006; Tang e Pai, 2021; Young e Freedman,
2015).

O diamagnetismo € um fendbmeno que esta presente em todos os materiais;
porém, ndo é frequentemente percebido quando os efeitos de ferromagnetismo e

paramagnetismo estdo presentes. Em materiais diamagnéticos, a aplicacdo de um
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campo magnético externo vai alterar o movimento dos elétrons dos atomos,
produzindo inducéo de dipolos magnéticos no sentido oposto ao do campo externo.
Exemplos de materiais diamagnéticos sdo o silicio, o cobre, a prata, o ouro e 0
Bismuto (Tipler e Mosca, 2006; Tang e Pai, 2021; Young e Freedman, 2015).

O antiferromagnetismo se trata de um alinhamento ordenado e antiparalelo, o
gue resulta em zero de magnetizacdo, quando nenhum campo magnético € aplicado.
Um exemplo de material antiferromagnético é o Oxido de Ferro. J& o ferrimagnetismo
é semelhante ao antiferromagnetismo, porém com a diferenca de que seus momentos
magnéticos que estdo alinhados de forma antiparalela ndo tém a mesma magnitude,
resultando em um comportamento semelhante ao dos materiais ferromagnéticos. A

magnetita, por exemplo, é considerada um material ferrimagnético (Tang e Pai, 2021).

1.2. Efeitos biolégicos de campos magnéticos

Geomagnetismo é a caracteristica da presenca de campo magnético no
planeta. A terra se comporta como um im&, um dipolo magnético (Young e Freedman,
2015). Uma vez presente durante o processo de evolucédo da vida, e que todos os
organismos Vivos experimentam a acdo do campo geomagnético, € natural esperar
gue essa presenca influencie nos seres vivos. Tais seres vivos podem entdo estar
adaptados ao campo geomagnético da terra, ou ainda podem usar da
magnetorrecepcédo e do sentido magnético, como na geolocalizacdo magnética de
bactérias magnetotaticas, lagostas, aves migratorias, dentre outros animais
(Barnothy, 1964; Mo et al., 2013; Wang et al., 2019; Young e Freedman, 2015).

A geolocalizagdo magnética poderia ser explicada pela presenca de
biomineralizacdo de nanocristais de magnetita endégenos em diversos seres Vvivos,
como em moluscos, artropodes, microrganismos e o préprio ser humano (no cérebro
humano) (Kirschvink, 1989; Kirschvink, Kobayashi-Kirschvink e Woodford, 1992).

A auséncia ou baixa de campos magnéticos (campos hipomagnéticos) pode
gerar um estresse oxidativo em organismos, e afetar funcdes cognitivas de
aprendizagem e memoria, além de comportamento ansioso. No nivel celular, pode
afetar organelas e eventos biolégicos, tais como a proliferacdo celular e o
desenvolvimento embrionério (Ding et al., 2019; Mo et al., 2013).

Segundo Madeleine e Jeno Barnothy, os efeitos bioldgicos dos campos

magneéticos podem ser classificados em trés grupos: grupo sensorial, relacionado com
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o desenvolvimento de 6rgdos ou receptores sensoriais sensiveis aos campos
magneéticos, podendo estar relacionado com o0s comportamentos de animais
migratorios através da geolocalizacdo magnética. O segundo grupo € o do estresse,
relacionado com condi¢des que pode ocorrer pela exposicdo aos campos magnéticos
de forma cumulativa, gerando modificagbes diversas nos organismos biologicos. O
terceiro grupo € o “grupo do codigo genético”, ao qual os autores associaram a
possiveis alteracdes genéticas (Barnothy, 1964).

Biomagnetismo pode ser definido como campos magnéticos produzidos por
organismos vivos, incluindo o ser humano (de ARAUJO, 1999). Mas também € a
nomenclatura dada a ciéncia que estuda os campos magnéticos produzidos por
organismos vivos. Enquanto a magnetobiologia é a ciéncia que estuda os efeitos de
campos magnéticos externos sobre organismos vivos. Ambas ciéncias necessitam de
proficiéncia em fisica e biologia, de forma interdisciplinar e multidisplinar (Barnothy,
1964).

Evidéncias demonstram que células, tecidos e organismos vivos podem ser
afetados por campos eletromagnéticos fracos e campos magnéticos estéticos, o que
pode ser estudado pela magnetobiologia (Binhi, 2000).

A magnetobiologia € a ciéncia que tem buscado estudar os efeitos bioldgicos
de campos magnéticos sobre organismos vivos diversos, desde bactérias a seres
humanos. A maioria destes estudos costuma abordar o efeito de campos magnéticos
variaveis como uma forma de onda sinusoidal pura combinada a algum componente
estatico (Makinistian, 2019).

Um estudo de 2017 demonstra que as reag¢des enzimaticas intracelulares de
transferéncia de elétrons ou de radical ion dependente de spin podem ser via
magnetorreceptores bioldgicos primarios em organismos vivos (Letuta et al., 2017).

A bioeletricidade e o bioeletromagnetismo sdo as areas da ciéncia que estudam
os fenbmenos elétricos e eletromagnéticos presentes em organismos vivos. O
primeiro documento escrito sobre bioeletricidade é um hieréglifo egipcio antigo de
4000 a.C. descrevendo um peixe elétrico (Malmivuo e Plonsey, 1995).

Bioeletromagnetismo é uma area interdisciplinar da ciéncia que examina 0s
fendbmenos elétricos e magnéticos que surgem em células, tecidos e 6rgaos. Séo
estudados os campos magnéticos dentro e fora do corpo, as respostas celulares que
sao excitaveis a estimulacdo de campos elétricos e magnéticos, e as propriedades

elétricas e magnéticas dos tecidos biolégicos (Malmivuo e Plonsey, 1995).
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Um componente relacionado ao bioeletromagnetismo se trata das
nanoparticulas de magnetita endogenas, também chamadas de biomagnetitas ou
nanocristais de magnetita de origem biolégica. Estas nanoparticulas seriam formadas
pelo proprio organismo vivo. Podem estar envolvidas por um magnetossomo, uma
organela celular, como ocorre em bactérias magnetotaticas, que sédo bactérias que
possuem nanocristais de magnetita em seu interior, possibilitando que elas se alinhem
a campos magnéticos externos (Almeida et al., 2013; Cypriano et al., 2019, 2020; Vali
et al., 2004; Werckmann et al., 2017). E as funcdes da presenca destas biomagnetitas
nestes organismos, segundo alguns autores, podem estar envolvidas na
magnetorrecepcdo e/ou geolocalizacdo magnética em animais diversos, desde
microrganismos até aves e mamiferos (Wiltschko et al., 2002; Wang et al., 2019). Em
seres humanos existem evidéncias de que biomagnetitas que estariam localizadas no
cérebro, na forma de biomineraliza¢do de nanocristais de magnetita (Hammond et al.,
2021; Kirschvink, Kobayashi-Kirschvink e Woodford, 1992; Maher, 2019; Maher et al.,
2016; Schultheiss-Grassi, Wessiken e Dobson, 1999; Wang et al., 2019). Em 1981 um
estudo teria encontrado indicios da presenca de cristais de magnetita em glandulas
adrenais humanas (Kirschvink, 1981). Em 1997 foram encontradas evidéncias da
presenca de magnetita biogénica em figado, coracdo e baco humano (Grassi-
Schultheiss, Heller e Dobson, 1997). Em 2015 foi encontrada e presenca de oxidos
de ferro em baco humano (incluindo a magnetita), 0 que 0s autores sugerem que
representem uma biomineralizacdo (Kopani et al., 2015). J& em 2019 um estudo
encontrou a presenca de nanoparticulas de magnetita em amostras de pele do
pescoco (regido cervical) de humanos (Murros et al., 2019).

Essas nanoparticulas de magnetita podem ser também um recurso para a
identificacdo dos chamados “fésseis magnéticos”, sendo um biomarcador de vida
(Bazylinski e Frankel, 2004; Chang e Kirschvink, 1989; Cypriano et al., 2020).

Atualmente encontramos um numero variado de propostas terapéuticas que
envolvem campos magnéticos, que podem ser chamadas de terapias magnéticas.
Estas préaticas sdo diversas, com principios e aplicacdes especificas para cada
abordadem, desde a magnetoterapia (com uso de imas de ferrite e neodimio) e a
eletromagnetoterapia (com uso campos eletromagnéticos de bobinas), que possuem
propostas de tratamento voltadas para dores, inflamagbes e regeneragcao
(Buchachenko, 2014; Keskin et al., 2019; Pesqueira, Costa-Almeida e Gomes, 2018;

Zhang et al., 2020), até as terapias magnéticas transcranianas realizadas por
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neurologistas, voltadas para condi¢des neurolégicas, comportamentais e de saude
mental (Buchachenko, 2014). Mas também existe muita divergéncia sobre o0s
fundamentos de seus efeitos bioldgicos e seus métodos de aplicacdo (Markov, 2015),
o que justifica a demanda de mais estudos basicos que investiguem seus mecanismos
de acdo, ainda a nivel celular.

Outras aplicacdes ja envolvem o uso de nanoparticulas magnéticas na
engenharia biomédica, em aplicacbes no tratamento através de hipertermia
(tratamento de cancer) e auxiliando no direcionamento de medicamentos (Kilinc,
Dennis e Lee, 2016; Young e Freedman, 2015). Além das aplicacdes em regeneracao
neuronal, em casos de lesdo de medula espinhal, com o direcionamento de
crescimento de neuritos através de estimulacdo mecanoquimica (Kilinc, Dennis e Lee,
2016).

Ferramentas de estudo e investigacdo como pingcas magnéticas também
podem ter aplicacbes na area de terapias celulares, neurais e direcionadas ao
tratamento de céancer. Pois as pincas magnéticas podem ser utilizadas para
mecanotransducdo, estimulacdo mecanica gerando sinalizagbes bioquimicas que
podem gerar efeitos fisiologicos, em células in vitro e associadas a manipulacao de
nanoparticulas magnéticas. Podem ser usadas para medicéo e estimulacédo extra e
intracelular (Kilinc, Dennis e Lee, 2016; Wang et al., 2020).

Sobre os mecanismos que envolvem os efeitos biol6gicos dos campos
magneéticos, identificar os magnetorreceptores em organismos Vvivos € um dos
principais desafios na compreensao desses bioefeitos que encontramos na literatura
cientifica (Letuta et al., 2017).

Em 1969, no segundo volume de seu livro, Barnothy apresentou, em alguns
capitulos, a sugestdo de que os campos magnéticos poderiam ser usados no
tratamento de doencas (Barnéthy, 1969). Entretanto, ainda hoje, estudos sobre o tema
bioeletromagnetismo e suas ramificagbes (biomagnetismo, bioeletricidade e
magnetobiologia) encontram barreiras em seu desenvolvimento, o que pode ser
explicado por essa teméatica se encontrar na fronteira multidisciplinar entre biologia,
fisica e medicina.

Ainda assim, desde 1988 o cientista Valery Vasilyevich Lednev desenvolve
estudos sobre bioeletromagnetismo e sobre os efeitos bioldgicos de campos
magneéticos fracos, e apresentou uma proposta de mecanismo para descrever 0s

efeitos dos campos magnéticos combinados a algumas reacdes bioquimicas
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dependentes de calcio (Belova e Panchelyuga, 2010; Lednev, 1991). Estudos
associando o fon célcio (Ca?*) ao efeito de campos magnéticos e terapias magnéticas
tém sido desenvolvidos desde entdo, abordando a influéncia da exposi¢cdo de campos
magnéticos sobre o estimulo intracelular de Ca?* (Escobar et al., 2020; Gmitrov, 2020;
Pesqueira, Costa-Almeida e Gomes, 2018; Tay et al., 2016; Tong et al., 2017; Zhang
et al., 2020).

Um estudo publicado em 2016 demonstrou que a estimulacdo de forca
magnética combinada com o uso de nanoparticulas magnéticas desencadeou um
influxo de calcio no cortex cerebral. O mesmo estudo sugeriu a participacéo de canais
ibnicos mecanosenssiveis nesse processo (Tay et al., 2016).

Em 1992 Joseph Kirschvink encontrou evidéncias de biomineralizacdo de
cristais de magnetita no cérebro humano, dentro das células neuronais (Kirschvink,
Kobayashi-Kirschvink e Woodford, 1992), e em 2019 um artigo apresentou evidéncias
de magnetorrecepcdo em seres humanos (Wang et al., 2019). Atualmente também
tém sido desenvolvidos estudos que incluem o uso de nanoparticulas de magnetita na
medicina diagnostica (Grillone e Ciofani, 2017; Maher et al., 2016), medicina
regenerativa (Falconieri, Vincentiis, De e Raffa, 2019; Kolesov et al., 2017), no
tratamento por hipertermia e na possibilidade de uso em tratamentos de alguns
canceres (Grillone e Ciofani, 2017; Kilinc, Dennis e Lee, 2016; Roet et al., 2019), assim
como no controle de canais i0nicos de neur6nios, despolarizagdo da membrana
celular e aumento de niveis de Ca?* (Foletti et al., 2013; Huang et al., 2010; Tay et al.,
2016).

Encontramos diversos trabalhos que abordam os efeitos bioldgicos dos campos
eletromagnéticos in vitro e in vivo. Fraser McDonald, em 1993, demonstrou que
fibroblastos quando expostos a campos magnéticos estaticos (0,45 T) utilizando imas
localizados a 0,5 cm de distancia, por 1, 3, 5, 7 e 10 dias, mostraram uma maior
captacado de timidina e prolina, o que implicou em aumento da proliferagéo celular e
também em aumento da atividade sintética, do colageno em particular. No mesmo
estudo, o autor ndo observou o mesmo resultado em osteoblastos (McDonald, 1993).
Também em 1993 foi demonstrado que uma exposicdo a campos magnéticos
sinusoidalmente variaveis de frequéncia 100Hz e amplitude 700 uT por 24h mostraram
um aumento das taxas de proliferacao celular de fibroblastos de embrido de galinha
(Parola, Porat e Kiesow, 1993).
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Em 1997 Schimmelpfeng e Dertinger demonstraram que um campo
eletromagnético de 50Hz e 2mT foi capaz de gerar efeito na proliferacdo de células
de fibroblastos em cultura. Entretanto os autores concluiram que tais efeitos foram
possiveis principalmente através do efeito dos campos elétricos induzidos devido a
variacdo temporal dos campos magnéticos e nao propriamente pelos campos
magnéticos aplicados (Schimmelpfeng e Dertinger, 1997).

Em 1998, DiCarlo, Farrefell e Litovitz demonstraram a influéncia de campos
eletromagnéticos de 60Hz e 4, 6, 8 e 10uT por 96h em embrides de galinha, quando
expostos a anodxia. Os autores observaram que 0s campos eletromagnéticos
promoveram um aumento da sobrevivéncia dos embrides, que foi de 39,6% no
controle e 68,7% no exposto ao campo (DiCarlo, Farrell e Litovitz, 1998).

Campos magnéticos estaticos também promovem aumento de proliferacdo de
células endoteliais (Martino, 2011; Martino et al., 2010; Okano et al., 2006). Assim
como campos magnéticos pulsados aceleram proliferacdo e migracdo de células
endoteliais cardiacas (Li et al., 2015; Martino, 2011; Martino et al., 2010; Okano et al.,
2006).

Um estudo usando campos magnéticos estaticos de 120mT avaliou os efeitos
sobre células endoteliais vasculares em estagio inicial da formacao do tubulo capilar
endotelial. Ap6s experimentos por 4, 7 e 10 dias os pesquisadores obtiveram 0s
resultados de aumento de densidade e de &rea dos tabulos, mas sem influéncia sobre
a orientacao celular pela exposicdo aos campos magnéticos (Okano et al., 2006).

Campos eletromagnéticos pulsados geraram efeitos benéficos na diferenciacao
osteogénica, promovendo proliferacdo celular e reduzindo a atividade inflamatoria em
osteoblastos, condrécitos e fibroblastos sinoviais, mediado por receptores de
adenosina (Ongaro et al., 2014).

Campos magnéticos podem ainda influenciar na proliferacédo e diferenciacao
de células neurais em cultura (Foletti et al., 2013). Uma reviséo publicada em 2011
abordou os efeitos de campos magnéticos na regeneracdo nervosa periférica e
apresentou dados que indicavam a formacao de neuritos em tecido nervoso periférico
crescendo em direcdo paralela aos campos magnéticos estaticos. Observaram
também que culturas celulares adicionadas de fator de crescimento nervoso (NGF)
obtiveram um crescimento significativo de (16,9 + 1,1)% em relag&o ao grupo controle
guando expostas a campos magnéticos de intensidades de 4,35 a 8,25 uT por 23h
(Beck-Krueger et al., 2011).
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Outro trabalho publicado em 2015 demonstrou que o uso de gel de colageno
alinhado apds exposicao de campos magnéticos de 8T era capaz de promover um
significativo aumento na regeneracdo nervosa em numero e diametro de axénios, em
modelos in vitro e in vivo (Eguchi et al., 2015). In vivo o tratamento com campos
eletromagnéticos de baixa frequéncia e baixa intensidade (VLIFE) mostraram-se
benéficos para a reabilitacao de lesdo neurolégica de medula espinhal em ratos (Segal
e Segal, 2016). Os mesmos autores ja tinham demonstrado o beneficio da mesma
técnica para tratamento apds acidente vascular cerebral, promovendo a
neuroplasticidade (Segal et al., 2016).

Um estudo de 2001 com células de fibroblastos NIH3T3 demonstrou efeito dos
campos magnéticos de frequéncia extremamente baixa sobre as juncles
comunicantes intracelulares, gerando uma inibigdo dessas jun¢gdes em 50% a 60%. A
exposicao foi feita por 24h a 50 Hz e 0,8 mT. Nesse estudo o0s autores sugerem que
o principal mecanismo envolvido neste efeito observado € a hiperfosforilacdo da
conexina 43, uma proteina componente das jun¢des comunicantes (Hu et al., 2001).

Um trabalho de 2015 avaliou o efeito de exposi¢cdo a campos magnéticos sobre
as juncdes comunicantes do tipo GAP em células, uma vez que elas sao importantes
no processo de crescimento celular e que sua perda ou interrupcdo estaria
relacionada com um mecanismo de carcinogénese. Foi realizada a exposi¢ao por 24h
de células de fibroblastos de camundongos NIH3T3 a campos magnéticos de 50Hz a
0,4 ou 1mT, e nessas condi¢cdes foi demonstrado que ndo ocorreu diferenca
significante entre 0 grupo controle e o grupo exposto aos campos magnéticos
(Percherancier et al., 2015).

Um estudo demonstrou efeitos de campos magnéticos pulsados na proliferacao
de células endoteliais microvasculares cardiacas, que estdo relacionadas com a
angiogénese cardiaca. A exposicao foi feita com campos magnéticos na frequéncia
de 15Hz e a intensidade de 1,8 mT, gerando um aumento de proliferagcdo e migracao
no tipo celular estudado, tendo um aumento de 2 vezes no fator de crescimento de
fibroblastos. Os autores correlacionaram esses efeitos com a acao sobre as mitoses
e juncdes comunicantes celulares (Li et al., 2015).

Outro estudo sobre o ATP intracelular em células do tipo adrenais PC12,
evidenciou efeitos com a exposicdo a campos magnéticos estaticos de 1T (em 1h e

6h, aumentando o ATP, relacionado com a membrana mitocondrial potencial) e 9T
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(em 6h, diminuindo o nivel de ATP nas células). Entretanto os experimentos com 0,26
T e 0,5 T ndo apresentaram efeitos significativos (Wang et al., 2018).

Ja de acordo com um artigo publicado em 2020 na revista Bioelectromagnetics,
campos magnéticos podem aumentar a proliferacdo de condrécitos e promover maior
sintese da matriz extracelular da cartilagem articular (Escobar et al., 2020). Foi
demonstrado que um campo magnético de 2 mT, gerado por bobina e aplicado por 3h
a cada 6h durante 8 dias, era capaz de promover aumento na proliferacdo de
condrdécitos primarios de ratos. No mesmo trabalho, os autores também indicaram um
aumento na sintese de glicosaminoglicanos ap0s exposi¢cdo aos campos magnéticos
(Escobar et al., 2020).

Também em 2020 foi publicado um artigo que apresentou resultados sobre a
exposicdo de campos eletromagnéticos de diferentes intensidades e tempos sobre
fibroblastos dérmicos em cultura. Os autores sugeriram ser possivel atingir a melhor
condicdo para regeneracdo de feridas e lesGes cutaneas, quando se diminuia a
intensidade de exposicdo de 2 mT para 0,5 mT e aumentava o tempo de exposicéo
aos campos eletromagnéticos de 24h para 72h (Naghibzadeh et al., 2020).

Diante de todo esse contexto, o conhecimento sobre os efeitos de acao de
campos magnéticos estaticos externos sobre células e organismos vivos adquire

relevancia na busca pelos mecanismos envolvidos.

1.3. Motivacéao

A motivagdo para este trabalho vem de minha propria atuacdo em consultorio,
com atendimento na area clinica. Atendendo como biomédica acupunturista desde
2015 (Medicina Tradicional Chinesa), atuando com a acupuntura associada a uma
técnica chamada magnetoterapia, observei diversos resultados interessantes e
promissores, com beneficios da aplicacdo da técnica para os pacientes.

Biomédicos podem ser habilitados em Acupuntura, conforme os termos da
Resolugcdo do CFBM n° 02 de 25 de marco de 1995. Dessa forma, sdo habilitados
para atender com Acupuntura e técnicas correlatas da Medicina Tradicional Chinesa
(MTC), incluindo Magnetoterapia e Eletromagnetoterapia, conforme a Normativa
CFBM n° 01/2012 e a Normativa CFBM n° 001/2016, de 28 de janeiro de 2016.



31

A magnetoterapia com imas € uma pratica terapéutica que tem o principio de
tratar de forma complementar algumas condicdes de saude, relacionadas ao
tratamento de dores, lesGes e inflamacdes, além de ser aplicada em pontos de
acupuntura. Os iméds geralmente utilizados sao feitos de ferrite ou neodimio, como
mostra a Figura 1, e sua magnitude aplicada nos pontos € principalmente de cerca
de 600 a 3000 gauss (60 a 300 mT) (Bansal, 1989; Lima, 2016; Souza, 2020; Silvério-
Lopes, 2013), ou, também, de 300 a 5000 gauss (30 a 500 mT) (Ratterman, 2002).

Figura 1 — imas de ferrite e neodimio que geralmente s&o utilizados em tratamento

de magnetoterapia associado a acupuntura.

Dentre as diversas aplica¢cdes da magnetoterapia, uma delas é o tratamento de
lesbes (que podem causar hematomas) (Lima, 2016; Souza, 2020). Hematoma € uma
situacdo na qual ocorre o acumulo de sangue em uma regido do corpo, tecido ou
orgao, apresentando variacdo de coloracédo na pele, e sendo originado em geral apos
uma lesdo (Kim, 2012; Randeberg, 2007; Sena, 2013; Vidovic, Milanic e Majaro,
2015). O hematoma recente costuma ser vermelho, pois 0 sangue é rico em oxigénio.
Com a perda do oxigénio com o tempo, a cor do hematoma comeca a escurecer
(azulado e arroxeado). Por fim, o hematoma na pele apresenta uma cor que varia do
esverdeado, acastanhado e amarelado, e vai desaparecendo de forma lenta, podendo
levar varios dias para retomar o tom natural da pele (Li, 2020; Sena, 2013; Vidovic,
Milanic e Majaro, 2015).

Como um exemplo, trago o caso clinico a seguir:

Paciente mulher, 54 anos, apresentou hematoma de cerca de 20x14 cm, apés
lesdo da coxa direita por queda da propria altura. Foi realizada a aplicacdo de iméas
locais segundo os fundamentos da magnetoterapia associada a pratica da Medicina
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Tradicional Chinesa (Acupuntura). Apos tratamento com magnetoterapia, a paciente

teve recuperacdo do hematoma em 7 dias, como pode ser observado na Figura 2.

Dia 1 Dia 3 Dia 7

Figura 2 — Fotos dos dias 1, 3 e 7 de evolu¢do de hematoma, apds aplicacéo de
magnetoterapia com iméas de ferrite de 600 gauss (60 mT). Paciente mulher, 54
anos, apresentou hematoma de cerca de 20x14 cm, apoés leséo por queda, na coxa
direita.

Através da observacdo de resultados clinicos, em consultério, com o
atendimento com a préatica da magnetoterapia, surgiram questionamentos sobre a
natureza dos possiveis efeitos bioldégicos de campos magnéticos estaticos (através de
imas) que estariam envolvidos, e possiveis mecanismos de acdo que poderiam estar
atuando no organismo, tecidos e células.

A literatura académica atual é relativamente controversa sobre esse assunto,
ainda que indique a presenca de efeitos biologicos de campos magnéticos. Dessa
forma, o tema de pesquisa foi escolhido, e buscamos analisar os efeitos biolégicos da
exposicdo a campos magnéticos estaticos em células vivas, especialmente no caso
dos efeitos sobre células de fibroblastos 3T3. Campos magnéticos estaticos foram
escolhidos por serem os utilizados na pratica clinica da magnetoterapia, e serem

menos pesquisados que a aplicacado de campos eletromagnéticos por bobinas.



33

2 OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS

Este trabalho tem como objetivo geral abordar sobre os efeitos da exposi¢ao
de campos magnéticos estaticos externos de diferentes sentidos e magnitudes sobre
fibroblastos em cultura.

Como objetivos especificos, propomos verificar, o efeito de campos magnéticos
estaticos sobre células vivas em cultura da linhagem celular fibroblastos NIH3T3.
Pretendemos reconhecer possiveis diferencas em crescimento e migragao celulares,
caracterizando possiveis correlacbes biofisicas entre a exposicdo de campos
magneéticos estaticos e o aumento de mitoses e mudancas no padrédo de motilidade

de células em cultura.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Equipamentos e cultura de células

Os equipamentos e materiais utilizados na realizagdo dos experimentos foram:
microscoépios Leica DMil e Nikon ECLIPSE TE300 (com estruturas preparadas para
simular um ambiente 6timo de cultura de células nesses microscopios — temperatura
de 37°C e atmosfera com 5% de COz); um gaussimetro; imas permanentes de liga de
neodimio de diferentes magnitudes; um porta amostras; uma bussola magnética;
estufa de cultivo celular, geladeira, autoclave; capelas de fluxo laminar; centrifuga;
camara de Neubauer; frascos e placas para cultura celular; tubos falcon; micropipetas;
ponteiras; becker de vidro.

Os imés de diferentes magnitudes foram aferidos com o auxilio de um
gaussimetro TMAG- V2 (GLOBALMAG, Sao Paulo, Brasil). Foi construido um Porta
Amostras sob medida para a fixacdo dos imas nas laterais da amostra (placa de cultivo
celular), sem o risco dos iméas se moverem (Figura 1). O campo magnético gerado no
centro do Porta Amostras (centro da placa de cultura) foi aferido em magnitude de
(36,6 £ 0,2) mT. Com o auxilio de uma bussola magnética e do gaussimetro,
identificamos os polos magnéticos de cada um dos imas.

Para a cultura foram utilizadas células da linhagem celular de fibroblastos
murinos NIH3T3 (ATCC® CCL-92™); meio de cultura celular DMEM-F12; soro de
bezerro; enzima tripsina; tampao fosfato-salino (PBS) com acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA).

Foram descongeladas células do tipo fibroblastos da linhagem NIH3T3, e
cultivadas em meio de cultura DMEM-F12, suplementado com 10% de soro de
bezerro, 2mM de L-glutamina e 1% de penicilina e estreptomicina. As células em
cultivo foram mantidas em estufa de cultura de células e monitoradas para crescerem
em condi¢des 6timas de cultivo (temperatura 37°C e atmosfera de 5% de CO2). Para
a preparacdo de amostras para 0os experimentos, cultivamos células em placas de
cultura circular de 35mm de diametro. Nas etapas de contagem celular utilizamos a
camara de Neubauer. Todos os procedimentos com as células foram realizados em
capelas de fluxo laminar. Para a remocdo das células da garrafa para o
repique/passagem de células usamos uma solucao de 0,5% da enzima tripsina diluida

em PBS ou o PBS com 0,02% de EDTA para entdo centrifugarmos e



35

ressuspendermos as células. O meio para cultivo celular, o soro de bezerro, a enzima

tripsina e o PBS com EDTA foram preservados em geladeira.

3.2 Aplicacdo de campo magnético estético, videomicroscopia e andlises de

imagens

3.2.1. Experimentos de proliferacdo celular realizados na estufa de cultivo de
células

Foram realizados experimentos em estufa de cultivo celular aplicando campos
magneéticos estaticos de diferentes magnitudes e sentidos em culturas de fibroblastos
NIH3T3. Placas circulares de 35mm de diametro contendo 150 mil células foram
expostas por 24h aos campos magnéticos estaticos e foram registradas imagens nos
instantes Oh e 24h.

Os experimentos foram realizados nas condi¢des: (1) controle (auséncia de

campos magnéticos); (2) Porta Amostras —, com campos magnéticos gerados por
dois iméas de neodimio nas laterais de extremidades opostas da placa de amostra, de

magnitude de (36,6 £ 0,2) mT no centro da placa (Figura 3); e nas condi¢des nas quais
o ima de neodimio foi colocado abaixo da placa nas direcées (3) Polo Norte T , de

magnitude de (325 = 3) mT (Figura 4); (4) Polo Sul l , de magnitude de (396 =+ 4) mT
(Figura 2); e (5) um ima maior de neodimio em formato de disco, que abrangia toda a

placa, Polo Nortemaior) T e magnitude de (280 + 1) mT (Figura 5). Foram feitas até 8
fotos de cada condigéo nos instantes Oh e 24h, usando o sistema representado na
Figura 6, e como pode ser visto na Figura 11.

As medidas de campo magnéticos foram aferidas com o auxilio de um

gaussimetro, como demonstrado nas figuras 7, 8, 9 e 10.
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Placa de cultura

ima de Neodimio

Porta Amostras

Figura 3 — Porta Amostras — , com a placa de cultura celular inserida e com os

imas fixos nas extremidades do porta amostras.

Polo Norte T

Pélo Sul §
POLO NORTE T POLO SUL&
(325 =3)mT (396 = 4) mT

Imé de neodimio
(representado em preto)
com polo Norte fpara
cima no centro do
suporte vermelho
grande.

Imé de neodimio
(representado em preto)
com polo Sul | para cima

no centro do suporte
azul grande.

Pélo Sul §

Figura 4 — Placas de cultivo celular sobre suportes de imas de neodimio, polo Norte

T (na cor vermelha) e polo Sul l (na cor azul).
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Placa de
cultura

ima de

& j Neodimio

POLO NORTE (MAIOR)T
(280 = 1) mT

Figura 6 — Microscépio Leica DMil no qual foram registradas as fotos das placas dos

experimentos de estufa.
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Ima de neodimio
(representado em preto)
com polo Norte Tpara
cima no centro do
suporte vermelho
grande.

Polo Norte f

Figura 7 — Medigdo do campo magnético do suporte do ima de neodimio Polo Norte

T (na cor vermelha).

S T M Pos: 0000

Ima de neodimio
(representado em preto)
com polo Sul | para cima

no centro do suporte
azul grande.

Pélo Sul {

Figura 8 — Medicdo do campo magnético do suporte do ima de neodimio Polo Sul l

(na cor azul).
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Figura 9 — Medicéo do campo magnético do ima maior de neodimio em formato de

disco, que abrangia toda a placa, Polo Norte(maior) T .

Figura 10 — Medig¢do do campo magnético do Porta Amostras —.
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PROLIFERACAO

Porta Polo Norte Fotos em Oh
Amostras—>» MaiorT e

| 24h na estufa

Fotos em 24h no
microscopio

Polo Norte 1‘ Polo Sul ,L

E Controle

Figura 11 — Representacdo de como foi feita a analise da proliferacdo com as cinco

condi¢cdes experimentais (1) controle; e as condigbes com exposi¢cao aos campos
magnéticos estaticos: (2) Porta Amostras —; (3) Polo Norte T ; (4) Polo Sul l ;e

(5) Polo Nortemaior) T . Foram retiradas fotos nos instantes de Oh e 24h, apés
exposicao a 24h para crescimento em estufa.

3.2.2 Experimentos de proliferacao celular e motilidade por videomicroscopia

Foram realizados experimentos com a exposicdo de campos magnéticos
estaticos sobre as células vivas em cultura. Preparamos inicialmente uma cultura de
células de fibroblastos NIH3T3 e montamos para cada data de experimento duas
placas de cultura de células, nas quais adicionamos 3 ml de meio de cultura com 10%
de soro de bezerro. Cada placa continha 300 mil células vivas, contagem feita através
da cAmara de Neubauer.

Apds 24h de plagueamento e cultura, transferimos essas placas para o
microscépio e realizamos o0 experimento que consiste em colocar cada placa de

cultura celular, na condi¢do controle (sem contato com campos magnéticos estaticos)

e na condicdo Porta Amostras —(em contato com o campo magnético estatico), em
observacdo no microscopio NIKON ECLIPSE TE300. Para o cultivo das células no
microscopio, 0 mesmo foi adaptado com camaras capazes de controlar a temperatura
em 37°C e a concentracdo de CO2 em 5%, condi¢des 6timas para a manutengéo de
células em cultura, como demonstrado na Figura 12. Ao longo das 24h seguintes,

foram registradas 1440 imagens de um campo previamente escolhido, uma imagem
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por minuto, produzindo um video com as imagens obtidas, como pode ser visto na
Figura 13. Esses videos foram analisados para se determinar a proliferacéo celular,
as velocidades média e tangencial de migracdo das células e o angulo de migragéo
celular. Maiores detalhes de como cada analise experimental foi realizada seréo

descritos antes de cada resultado.

Figura 12 — Microscopio Nikon ECLIPSE TE300 com a estrutura de acrilico montada

em volta, a fim de manter as condi¢des 6timas de cultivo de células vivas.

VIDEOMICROSCOPIA
-

Mitoses em 24h

»Velocidade de
migracao em
24h

Porta Amostras —=>

E Controle

24h no microscopio
Figura 13 — Representacdo de como foi feita a anélise de videomicroscopia com as

condigGes experimentais (1) controle; e (2) Porta Amostras —. Foi realizada a

videomicroscopia em 24h para avaliar mitoses e velocidade de migragao.
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3.2.3 Modelo para descri¢do do numero de mitoses como funcao do tempo

Para as condi¢cfes experimentais descritas na sessao anterior, observamos que
0 numero de mitoses M (t) aumenta como funcdo do tempo t. Para caracterizar esse
comportamento, modelamos o aumento do numero de células na amostra como
exponencial, desconsiderando possiveis células que entram ou saem do campo de
observacdo. Nesse modelo assumimos que as células ndo tém limitacdo nem de
espaco, nem de alimento enquanto a cultura cresce. O niumero de células N(t) em
funcdo do tempo obedece a uma equacdo diferencial simples de crescimento

exponencial:

=N, @)

onde r € o numero de mitoses por célula por tempo. A solucdo da equacéo diferencial

acima leva ao resultado:
N(t) = Nye™, (2)

onde N, é o numero de células no campo de observacédo no instante t = 0, inicio do

experimento.
O numero de mitoses em fungéo do tempo € dado por:
M(t) = N(t) — N,. 3)

O numero de mitoses normalizado pelo nimero inicial de células, m(t), é entédo

dado por:
m(t) =42 = ert — 1. (4)

No

Nos experimentos temos m(t) a t, isso é indicativo de que rt « 1. Neste caso
podemos fazer uma expansdo em série de Taylor da funcéo exponencial, retendo os

dois primeiros termos para encontrar:

m(t) = rt. (5)
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Encontramos os valores de r para as situacdes testadas, com e sem campo

magnético na amostra.

3.3 Experimentos de “fechamento de ferida” ou “corte” em monocamada de
células NIH3T3

Foram realizados experimentos de exposi¢cao de campos magnéticos estaticos
sobre as células vivas em cultura preparando culturas de células de fibroblastos
NIH3T3, mas com a realizacdo de um risco adicional na placa de cultura, para avaliar
possiveis efeitos na migracéo coletiva de células através da medicdo de area, com o
objetivo de simular uma ferida e seu fechamento.

Em um primeiro esquema experimental foi realizado um risco na monocamada
de células que cresceram na placa de 35mm de diametro, apds 24h de cultura, com o
auxilio de uma ponteira de micropipeta P200 (Figura 14). A placa de cultura foi
previamente preparada com uma cultura de 1,5 milhdo de células de fibroblastos,
crescendo por 24h (aumentamos a concentracdo de células para alcancar uma
monocamada confluente para a realizagao do “risco” simulando a "ferida” na placa) e
3 ml de meio de cultura, nas condi¢cdes de temperatura em 37°C e a concentracao de
CO2 em 5%. ApoOs 24h de crescimento da monocamada de células foi feita a
realizacdo do risco, e a placa foi lavada com meio de cultura para retirada das células
mortas e o meio de cultura foi colocado novamente, mas reduzimos para 0,1% de Soro
de Bezerro, buscando reduzir a proliferacdo para observac¢éo da migracao. Apos esse

procedimento, a placa foi exposta por 24h ao campo magnético nas condicdes

controle e Porta Amostras — de formas perpendicular e paralela ao campo magnético
estatico, como pode ser visto na representacao da Figura 16.

No segundo esquema experimental foi realizada a cultura de células em um
recipiente especial em formato de quadrado com uma barreira central (Figura 15),
fixado no centro da placa de cultura celular de 35mm, que apos 24h era retirado,
deixando um risco central na placa, na regido onde a barreira central estava presente.
A placa de cultura foi previamente preparada com uma cultura de 50 mil células de
fibroblastos em cada lado do quadrado. Apdés retirado do quadrado, a placa foi exposta
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por 17h ao campo magnético nas condi¢des controle e Porta Amostras — de formas
paralela e perpendicular, como pode ser visto na representacéo da Figura 14.

Figura 14 — Foto do risco feito na placa de cultura de células de fibroblastos NHI3T3

de objetiva 20x feita no microscopio Leica DMil.

Figura 15 — Os quadrados especiais usados para a realizagdo dos experimentos de

“fechamento de ferida”.
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ENSAIO DE "FECHAMENTO DE FERIDA"

risco S =
manual k<. K . |
Porta Amostras Bk B . - O
. ou / > P
E Controle &= A : J
\ﬂ %

N > Fotos em 24h ou

quadrado 17h (quadrado) no
microscépio

Figura 16 — Representacdo de como foi feita a analise dos experimentos de

“fechamento de ferida” com as condi¢cbes experimentais (1) controle; e (2) Porta

Amostras —.

3.4 Analises estatisticas

Alguns dos dados obtidos sao apresentados como média + erro padrdo. Para
os valores de velocidades de migracdo, foram usados gréficos de Box-and-Whiskers.
Neles, as caixas retangulares estendem-se do 25° ao 75° percentis, com uma linha
horizontal preta na mediana e uma cruz preta na média; barras verticais pretas
estendem-se do 5° ao 95° percentis para todas as condi¢cdes experimentais; os valores
fora dessas faixas sdo plotados como pontos individuais. Os dados foram analisados
usando o software de estatistica GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, Inc. La
Jolla, CA, EUA). Os testes one-way ANOVA seguido do teste de Dunnett’s ou o teste
t de Student foram usados para comparagfes estatisticas. O caractere “*” significa
p<0,05; “ns” significa ndo haver diferenga estatistica entre as condicbes experientais.

Outras informacg0des séo fornecidas nas legendas das figuras.
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4 RESULTADOS

4.1 Proliferacdo de células NIH3T3 aumenta na condi¢cdo Porta Amostras — mas
ndo apresenta diferencas significativas nas outras condicdes experimentais

usadas.

Com o intuito de observar possiveis efeitos de campos magnéticos estaticos
em células, foram realizados experimentos aplicando campos magnéticos estaticos
de diferentes sentidos e magnitudes sobre células vivas em cultura de fibroblastos
NIH3T3. As células foram expostas por 24h aos campos magnéticos estaticos (de
imas de neodimio) e foram registradas imagens nos tempos Oh e 24h.

Os experimentos foram realizados nas condi¢cfes: (1) controle; (2) Porta

amostra —; (3) Polo Norte T ; (4) Polo Sul l e (5) Polo Nortemaior) T . As informagodes
das intensidades dos campos magnéticos de cada condi¢cdo experimental encontram-
se na sesséo 3.2.1 de materiais e métodos.

Foram obtidas pelo menos 8 imagens de diferentes campos das placas de
cultura de cada condicdo, nos tempos Oh e 24h (imagens representativas da Figura

17). Todo o experimento foi repetido 3 diferentes vezes.
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Figura 17 — Imagens representativas dos tempos Oh e 24h para cada uma das

diferentes condi¢cOes experimentais.
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Apoés as analises, nas quais foram contabilizados o namero de células que
estavam presentes em cada foto, foram feitas as médias para cada condicao (controle
e expostas aos campos magnéticos de diferentes sentidos e magnitudes) para os
tempos de Oh e 24h, e, em seguida, a normalizacdo dos resultados em relacdo a
média contabilizada na condi¢&o controle.

Os resultados estdo apresentados na Figura 18. “r” representa a média de
proliferacdo celular nas condicbes expostas aos campos magnéticos, e “rc” na

condicéo controle.

2.0
*
T
1.5— J_ ns
o | =3 Controle
..E 1.0- T I 3 Porta Amostras —
T
=3 Polo Norte T
0.59 3 Polo Sul 4
0.0 1 Polo Norte(Maior) 0

Figura 18 — Grafico da raz&o de crescimento celular para cada condi¢ao
experimental, normalizada pela condi¢c&o controle. Os resultados estdo expressos no
gréfico como média + erro padrao de pelo menos 3 diferentes repeticdes para cada
condicado experimental. O teste one-way ANOVA seguido do teste de Dunnett’s foi

usado. * significa p<0.05, ns significa que ndo ha diferenca estatistica.

Para a condicdo Porta Amostras — encontramos r/rc = (1.53 + 0.16); para a
condicéo Polo Norte T r/re = (0.91 £ 0.11); para a condi¢do Polo Sul l encontramos

r/rc = (1.00 = 0.08); e para a condicado Polo Nortewaior T encontramos r/rc = (0.93 £
0.12) (Figura 18).

Os resultados indicam um aumento significativo na taxa de proliferagao celular

para a condicdo Porta Amostras —; entretanto, ndo foram identificadas diferencas
significativas para as outras condigbes experimentais, quando comparadas com a

condicao controle.
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4.2 Células NIH3T3 crescem de maneira linear e com taxa de crescimento maior

na condicdo Porta Amostras —.

Em seguida, nos perguntamos como seria 0 padrao da curva de crescimento

observada na condicdo Porta Amostras ~— . Para isso, realizamos experimentos
dindmicos acompanhando por videomicroscopia a proliferacdo celular através das

mitoses celulares. Os resultados estdo apresentados no Quadro 1. Os experimentos

foram realizados nas condicdes controle e Porta Amostras —. Ambos os videos foram
gerados e analisados contando o numero de células inicial e final da regido
monitorada, assim como o humero de mitoses ao longo do tempo (conforme exemplo
da Figura 19) durante as 24h (Figura 20).

Condicao do Numero de células Numero de Numero de células
Experimento (Oh) Mitoses em 24h (24h)
Controle 23 20 44
Porta Amostras 68 106 238

Quadro 1 — Experimentos de videomicroscopia realizados nas condi¢des controle e

Porta Amostras — em cultura de células vivas de fibroblastos NIH3T3 durante 24h.
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Mitose

Figura 19 — Imagem representativa de uma célula em mitose. Na placa controle
registramos o numero de 23 células iniciais e 20 mitoses apos 24h, e na placa em
contato com os campos magnéticos estéticos registramos o numero de 68 células

iniciais e de 106 mitoses ap06s 24h
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Figura 20 — Namero de mitoses ao longo de 24h, nos experimentos controle

(losangos brancos) e Porta Amostras — (quadrados roxos), ndo normalizado.

Nas imagens de Oh e de 24h obtidas nos experimentos de videomicroscopia

(Figura 21), podemos observar que apds 24h a placa em contato com 0s campos
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—, aparece com um maior nimero de

magneéticos estéaticos, no Porta Amostras
células quando comparamos com a placa controle. Entretanto, os numeros de células
iniciais também séo diferentes. O que nos levou a normalizar a taxa de proliferacéo
de cada condicdo experimental sempre pelo nimero inicial de células.

Controle Oh Controle 24h

Porta Amostras=—> Oh Porta Amostras— 24h
Figura 21 — Imagens representativas dos momentos Oh e 24h do experimento de

videomicroscopia nas condigdes controle e Porta Amostras .

Na Figura 22 apresentamos o resultado do nimero de mitoses normalizado
pelo nimero de células inicial para cada condicdo experimental. Observamos que na
presenca de campo magnético a proliferacao celular é significativamente aumentada,

guando comparada a situacao controle (sem campo).
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Mitoses acumuladas
(normalizado por nimero de células iniciais)

28

Tempo (h)

Figura 22 — Mitoses acumuladas hora a hora em 24h nas condi¢cGes controle

(losangos brancos e curva preta) e Porta Amostras — (quadrados roxos e curva roxa),

normalizados pelos respectivos numeros de células iniciais em Oh.

Levando em consideragéo os experimentos realizados, encontramos ajustando

os resultados ao modelo proposto na Equacéo 5:
Tcontrole = (0,046 £ 0,001) mitoses por hora por célula, (6)
Tporta Amostras » = (0,065 %+ 0,001) mitoses por hora por célula, (7)
Consideramos como barra de erro os intervalos de confianca determinados
pelo procedimento de ajuste linear.
Para facilitar a discusséo, definimos a taxa de mitoses por 100 células, R =
100 r, assim:

Rcontrole = (4,6 £ 0,1) mitoses por hora por 100 células, (8)

Rporta Amostras » = (6,5 = 0,1) mitoses por hora por 100 células. 9)



53

Observamos que a taxa de mitose por 100 células, na condi¢do Porta Amostras

— aumenta em aproximadamente 1.41 vezes em relacdo a condigéo controle. Vale
ressaltar que esse modelo foi possivel de ser usado porque oS comportamentos

proliferativos foram lineares em ambas as condi¢cdes experimentais.

4.3 Células NIH3T3 ndo modificam velocidade de migracdo na presenca de

campo magnético.

Além de quantificar a proliferacdo, também nos perguntamos se existiriam

diferencas na motilidade celular das duas condigcbes experimentais descritas

anteriormente (controle e Porta Amostras —). Para tanto, diferentes células das duas
condicbes experimentais foram acompanhadas de hora em hora e sua posicao
marcada. Em seguida, foi medida a distancia total percorrida pela célula num intervalo
de tempo At, bem como a distancia percorrida pela célula ao longo de sua trajetoéria,
no mesmo intervalo de tempo. Com a primeira medida definimos a velocidade média
(17,,) e com a segunda medida a velocidade tangencial (V,). Pelo menos 30 diferentes
células foram caracterizadas para cada condigcdo ao longo das 24h de cultivo no
microscoépio (Figuras 23 e 24).

Controle Oh 1h 2h 4h ~6h

Porta Amostras— Oh 1h " zh ___4h _6h

Figura 23 — Marcacéao da posicao da célula por hora para as condi¢des controle e

Porta Amostras — de duas células nos tempos Oh, 1h, 2h, 4h e 6h.
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Marcagbes acompanhando Anilise da distancia para Analise da distancia para

Controle Oh a célula por hora (11h) velocidade médial velocidade tangencial

Nl

Marcagées acompanhando  apjlise da distancia para Andlise da distancia para
a célula por hora (7h) velocidade médial velocidade tangencial

Figura 24 — Representacdo esquematica da analise das distancias para

determinacao das velocidades tangencial e média para as condi¢des controle e

Porta Amostras —.
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Figura 25 — Velocidades tangencial e média nas condi¢des controle e Porta Amostras

. As caixas retangulares brancas e roxas estendem-se do 25° ao 75° percentis, com
uma linha horizontal preta representando a mediana e uma cruz preta a média; barras

verticais pretas estendem-se do 5° ao 95° percentis e os valores fora dessas faixas
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sao plotados como pontos individuais. ns significa ndo haver diferenca significativa

entre os grupos usando o teste t de Student.

Os resultados (Figura 25) indicam que nao houve variagdes significativas entre

as velocidades tangenciais e médias das condi¢des controle e Porta Amostras —.

4.4 Células NIH3T3 ndo modificam a direcdo de migracao celular na presenca de

campo maghnético.

Em seguida nos perguntamos se haveria alguma direcionalidade preferencial

na migracao das células em cada uma das condi¢cdes experimentais. Direcionalidade

essa que poderia estar relacionada com o campo magnético do Porta Amostras .
Para isso, realizamos uma analise dos angulos (8) da migracéo celular no experimento
de videomicroscopia. Marcamos a posicéo inicial e final da célula em relacdo ao tempo
em horas e registramos através do ImageJ o angulo referente a direcéo e sentido de
migracao da célula. Detalhes de como a medida foi feita estédo representados na
Figura 26. Além disso, a fim de podermos obter uma média mais representativa,
normalizamos os quadrantes negativos subtraindo os valores negativos encontrados
de 180°.
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Figura 26 — Representagéo da andlise das dire¢cdes na migracao celular nas

condigGes controle e Porta Amostras — em videomicroscopia.

N&o foi observada diferenca significativa entre a condi¢éo controle e a condi¢ao

Porta Amostras —. O 8 médio obtido para a condig&o controle foi de 82 + 9° e para a

condicdo Porta Amostras — foi de 84 + 9°. Sugerindo que o campo magnético na

Porta Amostras ~— com polo sul a esquerda e polo norte a direita ndo influencia no

sentido da migracao das células (Figura 27).

160
B33 Controle

120 ns 3 Porta Amostras —
—
=] I 1
~— 80 - -
D

40

Figura 27 — Grafico da média dos angulos 6 encontrados nas condi¢des controle e

Porta Amostras —. Os resultados estdo expressos no grafico como média + erro

padrao de pelo menos 30 diferentes células para cada condicdo experimental. ns
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significa ndo haver diferenca significativa entre os grupos usando o teste t de
Student.

Calculando o parametro de ordem, S = 1/2(3 cos?(8) — 1), e fazendo a média,
temos os seguintes valores: S.onirore = (0.17 £ 0.09) € Sporea amostras = (0.30
0.09). Sendo S =1, totalmente alinhado com o campo e S =0, sem qualquer
alinhamento com o campo. Com estes resultados obtemos que a diferenca néo é
significativa, ainda que pareca existir alguma influéncia relacionada aos campos

magneéticos estaticos e aos polos norte e sul.

4.5 “Fechamento de ferida” em monocamadas de células NIH3T3 ndo é

modificado por campo magnético.

Além dos experimentos de quantificacdo da motilidade em células isoladas em
cultura, nos perguntamos também se existiriam efeitos de campos magnéticos
estaticos na migracao coletiva para fechamento de ferida de monocamadas de células
NIH3T3. Para tanto, realizamos 2 procedimentos experimentais distintos, conforme
descrito na secdo de materiais e métodos. Seguem abaixo as descricdes dos

resultados obtidos em cada situag&o experimental.

4.5.1 Experimentos de “fechamento de ferida” com risco manual

Foram realizados experimentos de “fechamento de ferida” nas duas condi¢des

experimentais Controle e Porta Amostras ~—, usando culturas de fibroblastos NIH3T3,
realizando o risco de formas perpendicular (conforme exemplo da Figura 28) e
paralela ao campo magnético na placa de cultura. Na Figura 29 a imagem demonstra

a delimitacdo da area medida.



58

Controle Oh 4x Controle 24h 4x
e . =

Figura 28 — Fotos representativas dos ensaios de “fechamento de ferida” nas

condicdes controle e Porta Amostras — nos tempos Oh e 24h.

Controle 24h 4x

Control 0Oh 4x

Figura 29 — Fotos representativas da delimitacdo da area medida nos ensaios

de “fechamento de ferida” nas condigdes controle e Porta Amostras — nos tempos
Oh e 24h.
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Imagens de diferentes campos foram obtidas ao longo de toda a extenséao do
risco. Medidas das areas foram feitas para cada imagem nos tempos Oh (quando foi
feita a “ferida” na camada de células) e apds 24h. Foram avaliadas as diferencas de

areas sem células e comparadas com o instante Oh usando a seguinte razéo o:

o = (Aon — Az4n)/Aon (10)
1.004
IO Controle
ns

0.75- M Porta Amostras —
-
=
G 0.50-
“a—
o]

0.25

0.00

1.00

= Controle

- 0737 ns E Porta Amostras —
= |

0.50+
= =
© 0.25-
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Figura 30 - Raz&o o entre as areas das feridas nas condi¢cdes Porta Amostras — e
controle para riscos realizados nas direcdes perpendicular e paralela ao campo
magnético. Os resultados estao expressos nos graficos como média + erro padréo
de pelo menos 3 diferentes medidas experimentais. “ns” significa ndo haver

diferenca significativa entre os grupos usando o teste t de Student.

Os resultados expressam as razées o para as condigdes Porta Amostras — e
controle (Figura 30), indicando nao existir diferenca significativa entre as duas

condicOes testadas.
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4.5.2 Experimentos de “fechamento de ferida” com uso do quadrado

Em seguida procuramos verificar se os resultados encontrados anteriormente
estariam relacionados a grande variabilidade do risco ao longo de toda a sua
extensdo, ja que o mesmo era feito a mao, com o auxilio de uma ponteira de pipeta,
conforme descrito em materiais e métodos. Além disso, como o comprimento do risco
era maior que o do ima, efeitos mais proximos da borda da placa poderiam ser
diferentes de efeitos mais para o centro da placa, o que talvez estivesse contribuindo
para mascarar ou intensificar uma possivel diferenca. Logo, resolvemos estabelecer
um segundo esquema experimental em que usamos um quadrado pequeno para
simular o “fechamento de ferida”, sem a necessidade de fazer o risco manualmente,
buscando assim um risco mais uniforme, além de ser bem menor e, com isso, ndo
introduzir possiveis diferencas entre bordas e centro da placa.

Foram realizados experimentos com células de fibroblastos nas condicdes

controle e Porta Amostras ~ , sendo nesta segunda condicédo de duas formas: com
0 risco paralelo e com o risco perpendicular ao campo magnético, como pode ser

observado na Figura 31.
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Controle Oh Controle 17h 4x

Porta Amostras - Paralelo h Porta Amostras Paralelo _17h

Porta Amostras —Perpendicular Oh Porta Amostras — Perpendicular 17h

Figura 31 — Fotos representativas dos ensaios de “fechamento de ferida” com
o quadrado nas condicdes controle, Porta Amostras ~ paralelo e Porta Amostras

— perpendicular nos tempos Oh e 17h.

Imagens de diferentes campos foram obtidas ao longo de toda a extensao dos
riscos do quadrado. Medidas das areas foram feitas para cada imagem nos tempos
Oh (quando foi feita a “ferida” na camada de células) e apds 17h. Foram avaliadas as
diferencas de areas sem células e comparadas com o instante Oh usando novamente

a razao o, porém agora ajustada para 17h.
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Figura 32 - Raz&o ¢ entre as areas das feridas nas condi¢cdes Porta Amostras — e
controle para riscos realizados nas dire¢cdes perpendicular e paralela ao campo
magnético. Os resultados estdo expressos nos graficos como médias + erro padrao
de pelo menos 3 diferentes medidas experimentais. “ns” significa ndo haver

diferenca significativa entre os grupos usando o teste t de Student.

Os resultados expressam as razdes o para as condicdes Porta Amostras — e

controle (Figura 32) e confirmam nao haver qualquer modificacdo da motilidade celular

para “fechamento da ferida”.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho observamos experimentalmente os efeitos da exposicdo de
campos magnéticos estaticos externos sobre células de fibroblastos 3T3 em cultura,
avaliando os efeitos da exposicao a diversos sentidos, direcdes e magnitudes.

Na condigdo Porta Amostras —, com dois imas de neodimio colocados nas
laterais e em extremidades opostas da placa onde as células estéo cultivadas, com o
campo direcionado de forma horizontal a monocamada de células e sentido da
esquerda para a direita, do polo sul para o polo norte, e de magnitude de (36,6 = 0,2)
mT no centro da placa, apdés exposicdo de 24h encontramos um aumento de
proliferacéo celular estatisticamente significativo, um crescimento linear e uma taxa
de crescimento maior (de 1.4 vezes) quando comparada ao controle. Entretanto ndo
foram encontradas mudancas no perfil de migracao ou influéncia no direcionamento
celular.

No trabalho de McDonald (McDonald, 1993), foi observada a proliferagéo de
fibroblastos extraidos da calvaria de ratos (em nossos experimentos utilizamos células
de fibroblastos, porém do tipo 3T3) ap0s exposicdo a campos magnéticos estaticos
de 0,45 T (ou 450 mT) utilizando imé&s localizados a 0,5 cm de distancia, que
mostraram uma maior captacdo de timidina e prolina, essas Ultimas poderiam estar
envolvidas no processo de proliferacdo celular. Neste caso os imas estavam
localizados abaixo e acima da placa de cultura (McDonald, 1993). Entretanto, em
nossos experimentos, utilizando imas em posicdo semelhante, ndo encontramos
aumento de proliferagéo celular, ainda que no trabalho de McDonald a magnitude
aplicada fosse ligeiramente maior.

Ademais, nossos resultados mostram que nas condicdes onde o ima de
neodimio foi colocado abaixo da placa com a direcdo do campo magnético de forma
vertical & monocamada celular, em experimentos com magnitudes e direcdes e
sentidos diferentes, o crescimento é linear. Mas ndo encontramos aumento de

proliferacé@o celular ou de migracdo e nenhuma influéncia no direcionamento celular,

guando comparados ao controle. Estas condi¢cdes foram: na dire¢cdo Polo Norte T ,
com a face do polo norte do im& encostando no fundo da placa de cultura, de

magnitude de (325 = 3) mT; na diregao Polo Sul l , com a face do polo norte do ima
encostando no fundo da placa de cultura, de magnitude de (396 = 4) mT (Figura 2); e
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na direcado Polo Nortemaior T , com um ima maior de neodimio em formato de disco,
gue abrangia toda a placa, com a face do polo norte do ima encostando no fundo da
placa de cultura, de magnitude de (280 + 1) mT.

Nos experimentos de fechamento de “ferida” com o uso do quadrado, ndo foram
encontradas modificagcbes significativas apds a exposicdo aos campos magnéticos.
Vale ressaltar que estes experimentos foram realizados apenas nas condi¢des

controle e Porta Amostras .

Em um trabalho correlato, Ebrahimdamavandi e Mobasheri também avaliaram
o efeito de campos magnéticos estaticos em um modelo de “ferida” com fibroblastos
NIH3T3 (Ebrahimdamavandi e Mobasheri, 2019). Os autores buscaram observar os
efeitos em cicatrizagdo de feridas, de forma semelhante aos que foram realizados
nesta dissertacdo. Os autores avaliaram os efeitos de campos magnéticos estéaticos
de magnitudes 10, 50, 80 e 100 mT, apds exposicdo por 18h a 30h (e nesta
dissertagdo o tempo de exposicdo foi de 17h para o experimento de “ferida”),
avaliando a orientagao celular e a migracédo (incluindo a velocidade, a direcédo, e taxa
de crescimento) (Ebrahimdamavandi e Mobasheri, 2019). Os resultados encontrados
mostram um efeito na migracdo celular apds exposicdo aos campos magnéticos e
sugerem que este efeito estava relacionado com a magnitude do campo. Com 80mT
observaram o maior efeito na migracdo celular, que também foi associado com a
tendéncia de direcionalidade celular. Além destes fatores os autores avaliaram a
morfologia da célula e observaram uma modificacdo apds a exposicado aos campos,
gue alongou as células na magnitude 10 mT. Os autores conjecturaram que 0S
campos magnéticos induziam efeitos na estrutura do citoesqueleto e membrana
celular. Neste experimento os autores colocaram as células expostas entre dois imas

de neodimio, entre os polos norte e sul, semelhante & nossa condi¢cdo Porta Amostras

— . Por fim, semelhante aos nossos resultados, estes autores também identificaram
uma aparente tendéncia das células em serem afetadas pelos polos norte e sul, porém
sem diferenca significativa (Ebrahimdamavandi e Mobasheri, 2019). Nossos
resultados experimentais possuem uma anélise semelhante, de migracao celular e de
angulos de direcionamento de migracdo; porém, ndo encontramos diferencas
significativas com a presenca de campos magnéticos estaticos na modificacdo e

direcionamento dos angulos celulares.
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Campos magnéticos podem exercer influéncia sobre ions, canais i6nicos e
canais de calcio, além de eventualmente poderem influenciar a membrana celular, os
filamentos de actina e outros constituintes celulares (Rosen, 2003; Ebrahimdamavandi
e Mobasheri, 2019).

Sobre 0s mecanismos que envolvem os efeitos de campos magnéticos temos
a forca magnética, que poderia produzir tanto a translacdo quanto a rotacdo das
particulas ou moléculas. Outra possibilidade seria a producao de tensdes e correntes
elétricas em condutores que se movem em relacdo a um campo magnético (Barnothy,
1964).

Algumas hipoteses levantadas sobre fendémenos que poderiam estar
envolvidos nos efeitos biologicos de campos magnéticos estaticos que observamos
neste estudo poderiam ser, de acordo com os efeitos fisicos de campos magnéticos
sobre a matéria: Diamagnetismo anisotropico da membrana; Diamagnetismo
anisotropico dos microtubulos; e Paramagnetismo da actina ou Ferromagnetismo da
ferritina.

Até agora, duas correntes principais de estudos foram realizadas sobre os
efeitos de campos magnéticos em sistemas bioldgicos microscopicos induzidos pela
acdo de campos magnéticos estaticos aplicados externamente: uma possivel acao
paramagnética ou superparamagnética, ou efeitos associados com moléculas ou
agregados ferromagnéticos (Wheeler et al.,, 2016); e uma possivel acdo em
macromoléculas diamagnéticas anisotropicas alinhadas, tais como as bicamadas
lipidicas (Rosen, 2003), proteinas transmembrana e filamentos de citoesqueleto. No
entanto, uma estimativa rigorosa sobre a ordem de magnitude possivel desses efeitos
para campos mais fracos do que 1T indicam que eles parecem ser insignificantes para
qualquer modificacéo relevante (Meister, 2016).

Podemos classificar os campos magnéticos estaticos de acordo com suas
intensidades segundo Zang et al (2017) da seguinte maneira:

a) B < 1mT, campos magnéticos “fracos”;
b) 1mT < B < 1T, campos magnéticos “moderados”;
c) B > 1T, campos magnéticos “intensos”;

As células de fibroblastos NIH3T3 tém proliferacdo aumentada na presenca de

campos magnéticos moderados, segundo 0s nossos resultados. Abaixo, discutiremos

sobre cada um desses possiveis modelos acima mencionados.
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1) Diamagnetismo anisotropico da membrana celular (Rosen, 2003):

A introducdo de um material diamagnético ou paramagnético com
susceptibilidade x,, (adimensional) numa regido de volume V contendo campo
magneético estéatico de intensidade B, produz uma variacdo de energia AU dada por
(Jackson, 1998):

AU = —1("—’")192 % (11)

2 \ o

Materiais diamagnéticos possuem ym < 0 e materiais paramagnéticos x,,, > 0.
Ordem de grandeza: (Hidrogénio) 107° < |x,,,| < 10~* (Bismuto) (Griffiths, 1999).

Se a molécula do material possui uma anisotropia magnética, o material

apresenta uma susceptibilidade magnética y

na direcdo do eixo da molécula e x;, na direcdo perpendicular ao eixo da

mesma. A variagcdo de energia AU neste caso é dada por (Scholz e Boroske, 1984):

AU = —%(’;—i) BZV—%(%) B2V cos? 0, (12)

aU = —3(2) B2v - (%) B2V cos? 6, (13)
2 \Uo 2 \po

Com x, = x;; — x,, € 8 0 angulo formado entre o campo magnético e o eixo da
molécula (no caso de um filamento, o eixo do cilindro que representa a molécula).

Para um material diamagnético anisotropico com x, > 0, a configuracdo do
material na regido de campo magnético com menor energia € aquela em que as
moléculas estdo com eixos alinhados na direcdo do campo magnético. Para um
material diamagnético anisotropico com x, < 0, a configuracdo do material na regiao
de campo magnético com menor energia é aquela em gue os eixos das moléculas
estdo alinhados perpendicularmente a direcdo do campo magnético.

Os fosfolipidios da membrana celular s&o materiais diamagnéticos
anisotropicos com x, < 0. Rosen propds que a membrana é capaz de sofrer
deformacgBes com a aplicacdo de campos magnéticos estaticos moderados. Essas
deformacdes disparariam a abertura de canais de calcio, que poderiam estar ligados

com sinalizacéo celular e culminar na proliferacao de células (Rosen, 2003).



67

Scholz e Boroske mediram a anisotropia na susceptibilidade magnética de
lecitinas. Mostraram que vesiculas cilindricas de lecitina se orientam com o eixo do
cilindro na direcdo do campo magnético aplicado. As moléculas orientadas
perpendicularmente ao campo, ou seja, com x, < 0 (Scholz e Boroske, 1984).

A ordem de grandeza da energia envolvida, considerando que a regido da

membrana é um paralelepipedo de area A e espessura b, pode ser estimada em:

AUmembrana _ 1 (bx(rlnembrana) B2 (14)
A 2 Mo

Usando a intensidade de campo magnético nos experimentos realizados, B =
36mT, que u, = 1,257 X 107°N / A%, e o valor médio medido por Scholz e Boroske,

para xmembranap — —( .4 x 10~1m, encontramos:
2Umembrana .9 % 10-14N / m (15)
A

Para se ter uma ideia, a energia por unidade de area de uma membrana celular
€ dada pela tensédo superficial da mesma. A tensdo superficial da membrana de
fibroblastos NIH3T3 é 1.3 x 10~°N/m, o que indica que o efeito do campo magnético
utilizado nos experimentos realizados é desprezivel em comparacdo com a tensao
superficial da membrana celular, no que diz respeito a anisotropia diamagnética das
moléculas da membrana (Pontes et al, 2011).

Os resultados dos experimentos indicam que o efeito de proliferacdo aparece
para a situacdo em que as moléculas da membrana celular estdo alinhadas
perpendicularmente ao campo magnético e ndo ha efeito quando as moléculas estéao
alinhadas com o campo. Mesmo que o efeito da anisotropia diamagnética das
moléculas da membrana fosse apreciavel, ele ndo poderia explicar os resultados
obtidos.

2) Diamagnetismo anisotropico da tubulina (Hernando et al, 2020):

Como os fosfolipidios, o dimero de tubulina também apresenta Diamagnetismo
anisotropico, mas com x, > 0. Isso significa que os dimeros de tubulina se orientam
na direcdo do campo aplicado. Os resultados obtidos novamente ndo podem ser

explicados por esse efeito. Isso porque, como 0s microtibulos estdo em média
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alinhados com a superficie da célula, espera-se que campos perpendiculares a

M-

superficie da célula produzam maior efeito que campos paralelos. O que né&o
observado nos experimentos realizados.
Efeito similar acontece com os filamentos de actina, que se orientam na dire¢ao

do campo magnético aplicado (Torbert, 1984).

3) Ferromagnetismo da ferritina (Wheeler et al, 2016).

Este efeito foi considerado muito pequeno em trabalho anterior (Meister, 2016).
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Realizamos experimentos em estufa para avaliar o efeito de campos
magneéticos sobre células de fibroblastos NIH3T3. Para obter uma uniformidade
temporal e uma uniformidade espacial, registramos oito fotos de campos diferentes
de cada condicdo nos periodos de Oh e 24h. E entdo medimos as taxas de
crescimento do controle e das condi¢cdes expostas a campos magnéticos estaticos.

Concluimos que os resultados de proliferacdo de células NIH3T3 indicam

aumento de proliferagcdo na condicdo Porta Amostras —

, mas ndo apresenta
diferencas significativas nas outras condi¢cdes experimentais usadas. Os resultados

obtidos nestes experimentos nos levam a conclusdo de que campos magnéticos

estaticos horizontais de imads de neodimio (Porta Amostras ~—>) aumentam em

aproximadamente 53% (r/rc = 1.53 + 0.16), a proliferacdo celular de fibroblastos

NIH3T3 apos 24h de exposi¢cdo quando exposto a campos magnéticos moderados.
Nos experimentos de videomicroscopia observamos um aumento de 1.41

vezes na taxa de mitose de células fibroblastos NIH3T3 nas condi¢cfes de exposicdo

a campos magnéticos estaticos Porta Amostras —, quando comparados a condicéo
controle, na auséncia de campos magnéticos. Ademais, encontramos, com O0S
resultados dos experimentos nos microscopios, uma proliferacao celular que cresce
linearmente com o tempo de cultura, em 24h.

Nos experimentos de migragdo celular concluimos que as células nao
modificam velocidade de migracdo na presenca de campo magnético. Sobre o

direcionamento celular concluimos que néo foi observada diferenca significativa entre

a condicdo controle e a condicdo Porta Amostras ~. Entretanto, parece que existe
alguma influéncia associada no alinhamento do deslocamento de células com o
campo magnético aplicado, apesar de mais experimentos e andlises serem ainda
necessarias.

Para os experimentos de “fechamento de ferida” observamos que em
monocamadas de células NIH3T3, quando simulada uma ferida nessa monocamada,
através de um risco manual e com o uso de um quadrado, o fechamento da area néo
apresentou diferencas significativas de modificagdo por campo magnético.

N&o existem muitos artigos na literatura que estudam os efeitos de campos

magneéticos estaticos em fibroblastos. Pretendemos avaliar futuramente os efeitos



70

bioloégicos da exposicdo a campos magnéticos estaticos com outras magnitudes,
sentidos e dire¢cdes de campo, avaliar também a morfologia e estrutura celular nestas
condicOes e avaliar os efeitos em condi¢des de adicdo de nanocristais de magnetita
nas culturas de células, além de estudos em outros tipos celulares.

Os mecanismos de acao envolvidos ainda néo foram plenamente estabelecidos
na literatura. A ligacdo com canais de calcio, via deformac¢des do citoesqueleto poderia
ser feita por outras moléculas anisotrépicas, cujos eixos de simetria se encontram no
plano da célula. Uma outra possibilidade seriam os filamentos intermediarios
celulares.

Neste trabalho identificamos efeitos significativos da exposicdo de campos
magneéticos nas condi¢cdes experimentadas apenas na proliferacdo e taxa de mitose
celular em fibroblastos 3T3. Na literatura as pesquisas no tema apresentam resultados
distintos que indicam que tais efeitos observados séo relacionados ao tipo celular,
tempo de exposicdo ao campo e diversas caracteristicas do campo aplicado
(magnitude, direcao, sentido).

O estudo sobre os efeitos biolégicos dos campos magnéticos estéaticos pode
auxiliar a elucidar os mecanismos biologicos e fisicos envolvidos e pode promover
uma maior compreensado sobre os fendmenos da magnetobiologia, que estuda os

efeitos da exposi¢cdo de campos magnéticos externos sobre organismos Vivos.
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