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RESUMO
Objetivo: Realizar monitoramento temporal por imagem por ressonância 
magnética da migração de células C6 marcadas com nanopartículas 
superparamagnéticas de óxido de ferro utilizadas na indução de 
tumor de glioblastoma no modelo animal, com o intuito de auxiliar 
no prognóstico e na terapêutica de tumores. Métodos: Para o 
modelo animal de indução de tumor, foram utilizados ratos Wistar 
machos, divididos em dois grupos. No primeiro grupo (n=3), o 
tumor foi induzido por células C6 marcadas com nanopartículas 
superparamagnéticas de óxido de ferro e, no segundo grupo, (n=3) o 
tumor foi induzido por C6 não marcadas. Foi realizada análise in vitro 
da distribuição intracelular das nanopartículas superparamagnéticas 
de óxido de ferro nas células C6 mediante coloração de azul da prússia. 
As células C6 para a indução de tumor foram implantadas no córtex 
frontal direito. Posteriormente, foram realizados o monitoramento 
tumoral e a detecção das nanopartículas superparamagnéticas de 
óxido de ferro por sequências de imagem por ressonância magnética 
ponderadas em T2 e T2*, em campo de 2T. Após os estudos de 
imagem por ressonância magnética, o tecido tumoral foi submetido 
à análise histológica. Resultados: A avaliação qualitativa do estudo 
in vitro mostrou boa distribuição e satisfatória marcação celular 
com nanopartículas superparamagnéticas de óxido de ferro. No 
monitoramento realizado por imagem por ressonância magnética, foi 
observada, no 14o e 21o dia, redução do sinal em T2 e T2*, induzida 
pelas nanopartículas superparamagnéticas de óxido de ferro, na 
lesão localizada no lobo frontal esquerdo em topografia parassagital. 
Por meio da marcação com azul da prússia, a análise histológica 
do tecido tumoral revelou que, nas células C6, ainda encontramos 
uma vasta distribuição das nanopartículas superparamagnéticas de 

óxido de ferro. Conclusão: A imagem por ressonância magnética 
apresenta-se com alto potencial para o monitoramento das células C6 
marcadas eficientemente com nanopartículas superparamagnéticas 
de óxido de ferro na avaliação do crescimento tumoral.

Descritores: Glioma; Nanopartículas; Imagem por ressonância magnética; 
Modelos animais

ABSTRACT
Objective: The aim of the current study was to monitor the migration 
of superparamagnetic iron oxide nanoparticle (SPION)-labeled C6 
cells, which were used to induce glioblastoma tumor growth in an 
animal model, over time using magnetic resonance imaging (MRI), 
with the goal of aiding in tumor prognosis and therapy. Methods: Two 
groups of male Wistar rats were used for the tumor induction model. 
In the first group (n=3), the tumors were induced via the injection 
of SPION-labeled C6 cells. In the second group (n=3), the tumors 
were induced via the injection of unlabeled C6 cells. Prussian Blue 
staining was performed to analyze the SPION distribution within the 
C6 cells in vitro. Tumor-inducing C6 cells were injected into the right 
frontal cortex, and subsequent tumor monitoring and SPION detection 
were performed using T2- and T2*-weighted MRI at a 2T field 
strength. In addition, cancerous tissue was histologically analyzed 
after performing the MRI studies. Results: The in vitro qualitative 
evaluation demonstrated adequate distribution and satisfactory cell 
labeling of the SPIONs. At 14 or 21 days after C6 injection, a SPION-
induced T2- and T2*-weighted MRI signal reduction was observed 
within the lesion located in the left frontal lobe on parasagittal 
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topography. Moreover, histological staining of the tumor tissue with 
Prussian Blue revealed a broad distribution of SPIONs within the C6 
cells. Conclusion: MRI analyses exhibit potential for monitoring the 
tumor growth of C6 cells efficiently labeled with SPIONs.

Keywords: Glioma; Nanoparticles; Magnetic resonance imaging; Animal 
models 

INTRODUÇÃO
Um tumor cerebral é uma massa de células anormais no 
cérebro que crescem e se multiplicam de maneira des­
controlada. Os tumores cerebrais, assim como outros 
tipos de cânceres, têm prognóstico ruim em razão de 
mutações genéticas. Em humanos, o glioma é um tipo 
de tumor comum do sistema nervoso central (SNC) 
predominantemente constituído de células com carac­
terísticas de astrócitos (astrocitomas), oligodendrócitos 
(oligodendrogliomas), células ependimais (ependimo­
mas), e pela mistura de vários tipos de células gliais 
(por exemplo, oligoastrocitomas)(1). Sendo os astrocito­
mas o tipo mais comum de tumor cerebral humano, 
eles são classificados, de acordo sua malignidade, como 
astrocitomas, astrocitoma anaplásico e glioblastoma 
multiforme. O glioblastoma multiforme, tumor sólido 
altamente vascularizado em termos de vasoprolifera­
ção, hiperplasia celular endotelial e citologia celular 
endotelial(2), é um astrocitoma com máximo grau de 
malignidade, de crescimento rápido, que se espalha 
rapidamente, invadindo o tecido normal do cérebro e 
com história clínica de poucos meses. Portanto, há ne­
cessidade de melhorar a qualidade de vida de pacientes 
que possuem tumores cerebrais, o que leva à procura de 
novas terapias.

Avanços na terapia celular indicam a necessidade do 
desenvolvimento de técnicas para acompanhar a tera­
pêutica de células transplantadas. A maioria de proto­
colos de terapia com células requer análise histológica 
para determinar a viabilidade do enxerto das células 
transplantadas. Assim, surge a necessidade do desen­
volvimento de novas técnicas não invasivas, bem como 
o estabelecimento de protocolos de terapia para mo­
nitoramento em tempo real de células transplantadas, 
com o intuito de ajudar na aplicação clínica da terapia 
celular.

A nanotecnologia associada à engenharia de par­
tículas abriu a possibilidade de alvejar células dentro 
do organismo, para aprimorar as aplicações terapêuti­
cas(3,4). Os avanços na imagem molecular estão possibi­
litando o monitoramento da migração de células in vivo 
de maneira não invasiva e em tempo real, e a imagem 
por ressonância magnética (RM) surge como uma fer­
ramenta útil para tais estudos pré-clínicos e clínicos. 

Nanopartículas com propriedades magnéticas à base de 
óxido de ferro estão sendo utilizadas para a marcação 
de células(5-7). A imagem por RM revela em detalhe in­
formações anatômicas e funcionais, sendo uma das téc­
nicas de escolha em estudos de rastreamento de células 
in vivo por intermédio da utilização de agentes de con­
traste, tais como nanopartículas superparamagnéticas 
de óxido de ferro (SPIONs). O interesse crescente na 
utilização de agentes de contraste para a visualização 
da migração e do crescimento de células, tais como cé­
lulas-tronco e células tumorais, torna imagem por RM 
uma técnica de potencial interesse, proporcionando 
pesquisas como a capacidade de monitorizar a migra­
ção e homing das células in vivo(8-11).

As células são marcadas por SPIONs tanto em estu­
dos in vitro quanto naqueles in vivo, induzindo contraste 
forte em mapas de T2 e facilitando o monitoramento 
das células transplantadas. Em imagem por RM pon­
deradas nos tempos de relaxação T2 e T2*, as SPIONs 
aparecem como sinal de vazio ou regiões hipointensas 
com artefatos associados(12).

OBJETIVOS
Avaliar o monitoramento temporal por imagem por 
RM da migração de células C6 marcadas com SPIONs 
utilizadas na indução de tumor de glioblastoma no mo­
delo animal.

MÉTODOS
Animais
Este trabalho foi desenvolvido de acordo com as normas 
do Comitê de Ética em Pesquisa Animal do Hospital 
Israelita Albert Einstein (HIAE). Todos os procedi­
mentos foram conduzidos de forma que fosse utilizado 
apenas o número mínimo de animais. Adotaram-se me­
didas para redução de sofrimento e estresse durante o 
período de experimentos.

Para o modelo C6 foram utilizados ratos Wistar, 
machos, com 2 meses de idade, pesando entre 250 e 
300g. Os ratos foram divididos em dois grupos. No pri­
meiro grupo (n=3), o tumor foi induzido por células C6 
marcadas com SPIONs e, no segundo grupo (n=3), o 
tumor foi induzido por células C6 não marcadas (Gru­
po Controle). Os animais foram mantidos no Biotério 
do Centro de Experimentação e Treinamento em Cirurgia 
(CETEC) do Instituto do Cérebro do HIAE, com ra­
ção e água ad libitum, em gaiolas individuais de poli­
propileno, forradas com serragem autoclavada, e tampa 
tipo grade em aço inoxidável, com divisões para ra­
ção balanceada e água. Esse biotério é acreditado pela  
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Association for Assessment and Accreditation of Laboratory 
Animal Care International (AAALAC International) e 
obedece a um ciclo claro-escuro de 12 horas (7-19h), 
com temperatura ambiente constante de (21±2) ºC, con­
forme especificações internacionais.

Para a realização das RM, os animais foram transpor­
tados ao biotério do Centro de Imagens e Espectroscopia 
in vivo por Ressonância Magnética para Estudo de  
Modelos Animais (CIERMag) do Instituto de Física da 
Universidade de São Paulo (USP), em São Carlos (SP), 
onde foram mantidos nas mesmas condições supracita­
das até a fase final dos experimentos. 

Cultura de células de glioma C6
Células C6 de glioma de ratos Wistar foram cultiva­
das em meio Dulbecco’s Eagle (Gibco®, Gaithersburg, 
MD), com 20% de soro bovino fetal (Invitrogen) a 
37ºC (5% CO2), alcançando a confluência de 90%. O 
meio foi removido e as células foram liberadas para 
incubação com tripsina (0,04% de tripsina/EDTA). As 
células foram centrifugadas a 800rpm por 5 minutos, 
ressuspendidas em meio Dulbecco’s a uma concentra­
ção final de 105 células/10µL e mantidas resfriadas até 
sua implantação.

Marcação celular com SPIONs
Para realizar a marcação celular, as células C6 cresci­
das com uma confluência de 70 a 80% foram incubadas 
overnight (~12h a 37°C, 5% CO2) em 20mL de meio de 
cultura com SPIONs adicionados ao meio na concen­
tração de 30µg Fe/mL na presença do agente de trans­
fecção PLL (Sigma-Aldrich Chemie GmdH, Germany), 
com concentração de PLL de 1,5µg/mL. Após a incuba­
ção, o sobrenadante foi retirado, e as células C6 foram 
lavadas duas vezes com phosphate buffer solution PBS 
para remover as SPIONs extracelulares. As células C6 
marcadas com SPIONs foram coletadas com tripsina, 
para remover as células aderidas, e manualmente con­
tadas na câmera de Newbauer.

Análise in vitro da distribuição intracelular das SPIONs 
nas células C6 
A propriedade de captação das SPIONs pelas células 
C6 foi avaliada qualitativamente para distribuição e lo­
calização intracelular das SPIONs mediante a colora­
ção de azul da prússia (Prussian Blue Kit from BioPAL) 
e sua posterior avaliação qualitativa da captação das 
SPIONs pelas células mediante à microscopia de luz. A 
coloração na solução de azul da prússia nas C6 marca­
das foi realizada por um período de 2 minutos.

Implante estereotáxico das células C6
Para o implante das células C6 marcadas com SPIONs, 
os animais foram anestesiados com cetamina (55mg/kg) 
e xilazina (11mg/kg). Em seguida, foi feita a tricotomia 
da região superior da cabeça. O animal foi fixado a um 
aparelho estereotáxico (Model 51700, Stoelting Co., 
EUA) por meio de barras intra-auriculares e dentes 
incisivos superiores. Após a incisão da pele na região 
dorsal do crânio e a remoção do periósteo, foi efetuada 
a trepanação da calota óssea por meio de uma broca 
dentária. O ponto para implantação das células foi de­
terminado e marcado sobre a tábua óssea seguindo as 
orientações do Atlas Estereotáxico de Swanson(13) se­
guiu as coordenadas: anteroposterior=2,0mm; látero­
-lateral=2,0mm; profundidade=2,5mm. Para a indu­
ção do tumor, foram implantadas células C6 marcadas 
com SPIONs e não marcadas (Grupo Controle) sendo 
tal implantação realizada no córtex frontal direito por 
meio da agulha de uma seringa Hamilton, na concen­
tração de 105 células em 10µL de meio de cultura, que 
foi injetado lentamente por um período de 10 minutos. 
A agulha permaneceu na posição por mais 2 minutos 
antes da retirada. Para evitar a sucção da solução injeta­
da de volta para a agulha, esta foi suspendida lentamen­
te até a remoção total do cérebro. Em seguida, o plano 
ósseo foi recomposto com cera óssea e a pele suturada 
com fio de algodão.

Monitoramento tumoral e detecção das SPIONs por 
imagem por RM
Antes da realização de cada sessão de imagens, os ani­
mais foram anestesiados com uma mistura de cetamina 
(95mg/kg) e xilazina (12mg/kg).

Imagens por RM foram adquiridas utilizando um mag­
neto supercondutor horizontal com campo 2T (Model 
65310HR, Oxford Instruments, Oxfordshire, UK), com 
um diâmetro interno de 150mm que possui bobinas 
de gradiente de 16Gauss/cm e que opera em conjunto 
com um espectrômetro (Biospin, Bruker®, Germany). 
Esse sistema conta com recepção de banda larga (2 a 
400MHz), dois canais de transmissão e quatro canais de 
recepção e aquisição paralela em quatro canais. Utiliza­
ram-se bobinas de radiofrequência do tipo sela cruzada 
com diâmetro interno de 56mm.

Para análise morfológica dos encéfalos, foram utili­
zadas sequências T2 e T2*. A sequência utilizada para a 
aquisição das imagens ponderadas por T2 foi a RARE 
(do inglês Rapid Acquisition with Relaxation Enhancement),  
com  parâmetros: TR=4.000ms, TE=67,1ms, rare factor= 
6, 24 médias e comprimento de banda de 12,5KHz, re­
sultando em um tempo de aquisição de cerca de 50 mi­
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nutos por animal. O FOV utilizado foi de 40x40mm2, 
com uma matriz de 192x192 pontos, produzindo uma 
resolução espacial de 208x208mm. Foram utilizadas 26 
fatias de 0,5mm de espessura sem espaçamentos entre 
elas. A sequência utilizada para a aquisição das imagens 
ponderadas por T2* foi a FLASH 3D (do inglês Fast Low 
Angle Shot), com parâmetros: TR=48ms, TE=6ms, 
“flip angle” de 35°, 6 médias e comprimento de banda 
de 25KHz, resultando em um tempo de aquisição de 
cerca de 45 minutos por animal. O FOV utilizado foi de 
40x40x30mm3 com uma matriz de 192x192x48 pontos, 
produzindo resolução espacial de 208x208x625mm.

Análise histológica do tumor: identificação das SPIONs 
Após 3 horas da realização do exame de imagem por 
RM, os animais foram submetidos à análise histológica. 
Para isso, eles foram anestesiados e perfundidos trans­
cardiacamente com uma solução tampão salina seguida 
de paraformaldeído (PFA) a 4%. Os cérebros foram 
retirados e mantidos em PFA por 24 horas e, poste­
riormente, emblocados em parafina. Foram feitas em 
micrótomo fatias coronais de 4µm, que foram coradas 
com o protocolo padrão de fucsina básica e, para visua­
lização das SPIONs, foram contracoradas com a técnica 
de azul da prússia.

RESULTADOS
A marcação intracelular de células C6 encubadas por 
SPIONs recobertas com aminosilane na concentração 
de 30µgFe/mL, na presença do agente de transfecção 
PLL, foi avaliada qualitativamente mediante a colora­
ção de azul de prússia e, posteriormente, mediante a 
microscopia de luz. Nas figuras 1A e 1B são mostradas 
as células não marcadas e as marcadas por SPIONs, res­
pectivamente.

O monitoramento por imagem por RM do desenvol­
vimento do tumor, utilizando células de glioma C6 mar­
cadas e não marcadas com SPIONs, foi realizado para 
14º e 21º dia. As figuras 2 e 3 apresentam um conjun­
to de imagens obtido pela técnica de imagem por RM 
após o transplante de células de glioma C6 marcadas e 
não marcadas com SPIONs. A figura 2 apresenta uma 
série de imagens por RM ponderada no tempo de re­
laxação transversal T2; nesta figura, são apresentadas 
as imagens do tumor, denominada de controle, e das 
células marcadas com SPIONs para períodos de 14 e 21 
dias. A figura 3 apresenta as imagens por RM obtidas 
com sequência de imagem ponderada no tempo de rela­
xação transversal T2* para os dois períodos em estudo. 

A análise das imagens T2 obtidas aos 14 dias de 
procedimento da amostra de animais com células não 

A

B

Figura 1. Microscopia de luz das células C6 não marcadas (A) e células C6 
marcadas com SPIONs e contracoradas com azul da prússia (B) – aumento 400x

Figura 2. Imagens de ressonância magnética ponderadas em T2 no 
desenvolvimento tumoral para os dois grupos em estudo: (i) tumor induzido por 
C6 marcadas com SPIONs e (ii) por C6 não marcadas (Controle). O estudo foi 
realizado nos períodos de 14 e 21 dias. As setas indicam o efeito dos SPION na 
imagem de ressonância magnética
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marcadas mostra formação de uma massa com cerca de 
6mm de diâmetro máximo, com predomínio de alto si­
nal em T2. A análise das imagens T2 obtidas aos 14 dias 
de procedimento da amostra de animais com células 
marcadas mostra, em contrapartida, áreas de alto sinal 
periférico e as porções central e superior com marca­
do baixo sinal em T2* (presumivelmente determinado 
por SPION). A evolução entre os dias 14 e 21 do gru­
po de amostras em animais com células não marcadas 
apresenta aumento da área de alto sinal em T2, indi­
cando crescimento da massa tumoral, mas sem regiões 
de marcado baixo sinal em T2. A evolução entre os dias 
14 e 21 do grupo de amostras em animais com células 
marcadas com SPION apresenta aumento da massa, 
principalmente das porções periféricas de alto sinal 
em T2, sendo reduzida a área central de baixo sinal. 
A observação das imagens ponderadas em T2* mos­
tram achados semelhantes, porém, no grupo de ani­
mais com células marcadas por SPION há um achado 
interessante: surgiu, no dia 21, área de marcado baixo 
sinal em T2* contralateral, na projeção do epêndi­
ma ventricular, indicando possivelmente presença de 
SPION (indiretamente células tumorais) no hemisfé­
rio contralateral.

Para verificação histológica da distribuição de SPIONs, 
após as análises de imagem por RM, o tecido tumoral 
foi submetido à análise histológica para detecção das 
SPIONs (Figura 4) utilizando fucsina básica contraco­
rada com azul da prússia. Foi evidenciado que, no caso 
do tecido normal adjacente ao tumor (Figura 4A), não 
se detectaram SPIONs, mas que, no tecido tumoral, in­
duzido por células C6 marcadas, observam-se SPIONs 
internamente às células (Figura 4B).

Figura 3. Imagens de ressonância magnética ponderadas em T2
* no 

desenvolvimento tumoral para os dois grupos em estudo: (i) tumor induzido por 
C6 marcadas com SPIONs e (ii) por C6 não marcadas (Controle). O estudo foi 
realizado nos períodos de 14 e 21 dias. As setas indicam o efeito dos SPION na 
imagem de ressonância magnética

DISCUSSÃO
A avaliação qualitativa do estudo in vitro da marcação 
das células C6 por SPIONs recobertas com aminosilana 
e complexados com PLL para uma concentração de 
30µg Fe/mL foi realizada por microscopia de luz após 
a coloração de azul da prússia, indicando boa distri­
buição e satisfatória marcação celular com SPIONs. A 
eficiência na marcação é um dos fatores importantes 
para o monitoramento por imagem por RM das células 

A

B

Figura 4. Análise histológica do tecido tumoral (fucsina básica contracorada com 
azul da prússia). (A) Tecido normal adjacente ao tumor no qual não se detectaram 
SPIONs. (B) Tecido tumoral no qual se observam SPIONs internamente às 
células. Aumento 400x
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C6 transplantadas assim como para o acompanhamen­
to do processo de proliferação das células.

Imagem ponderadas em T2 e T2* são utilizadas para 
mapeamento de células marcadas com SPIONs, geran­
do regiões hipointensas. As SPIONs, quando utilizadas 
como agentes de contraste na imagem por RM, estabe­
lecem um campo dipolar perturbador substancial loca­
lizado, que leva a uma notável redução em T2*, junta­
mente de uma menos notável redução em T1, gerando 
um contraste negativo que aumenta os detalhes e os 
contornos da imagem(14-17). 

No monitoramento realizado por imagem por RM 
é possível observar, por meio da análise comparativa 
das imagens realizadas em 14 e 21 dias, que há uma 
redução do marcado baixo sinal em T2 e T2* (Figuras 
2 e 3), induzido pelas SPIONs, na lesão localizada no 
lobo frontal esquerdo em topografia parassagital. A lo­
calização das áreas escuras são correlacionadas à pre­
sença de células de glioma C6 marcadas com SPIONs. 
A avaliação qualitativa das imagens das figuras 2 e 3 
apresenta acúmulo de SPIONs nas células C6 de glio­
ma, mostrando a retenção das SPIONs. No dia 21 (Fi­
guras 2 e 3) observou-se uma difusão radical a partir do 
local onde foram transplantadas as células e, concomi­
tantemente, uma diminuição na hipointensidade. Esse 
achado evolutivo pode ser atribuído à diluição do ferro 
devido à proliferação celular(18), assim como a possível 
degradação da cobertura (aminosilana) de uma fração 
de SPIONs e, consequentemente, conduzirá à mudan­
ça da estrutura cristalina, modificando as propriedades 
de superparamagnetismo das SPIONs. Outra provável 
fonte desse marcado baixo sinal é a presença de resí­
duos de hemoglobina que pode ocorrer em áreas de 
hemorragias. Com base apenas nas imagens de RM é 
impossível fazer essa diferenciação. Entretanto, em 
nossos animais com implante de células não marcadas, 
este achado não foi observado, sugerindo que a chance 
de hemorragias no grupo de implante de células mar­
cadas é baixa.

A análise histológica revelou, por meio da marca­
ção com azul da prússia, que, nas células tumorigênicas, 
ainda encontramos uma vasta distribuição das SPIONs 
no tecido tumoral. Essas foram encontradas tanto nas 
células como no meio extracelular, entretanto, não 
observamos SPIONs nos tecido adjacentes ao tumor  
(Figura 2).

CONCLUSÃO
Neste estudo, foi evidenciado que as células de glioma 
C6 são marcadas de maneira efetiva com SPIONs reco­
bertas com aminosilana e complexados com PLL. 

A técnica não invasiva de imagem por RM apresen­
ta-se como uma ferramenta com grande potencial para 
pesquisar a trajetória da migração de células C6, já que, 
quando combinada com técnicas de marcação eficiente 
com SPIONs, permite o monitoramento in vivo da mi­
gração de célula implantadas por determinados perío­
dos para avaliação do crescimento tumoral de glioblas­
toma. Este seguimento foi feito mediante a obtenção 
de RM ponderada no tempo de relaxação transversal 
T2 e T2*.
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