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RESUMO

Nanoparticulas magnéticas (NPM) representam ferramentas versateis para a
aplicacdo na area oncoldgica, uma vez que podem ser utilizadas como carreadores de
medicamentos, instrumento para a magnetohipertermia (MHT) e como meio de
contraste em exames de imagem. O objetivo principal deste trabalho foi investigar um
novo fluido magnético, denominado FMS, que é constituido de nanoparticulas de
magnetita cobertas com bicamada de acido laurico contendo Selol, um composto de
baixa toxicidade e ndo mutagénico com importante acdo antitumoral. Experimentos
realizados para caracterizacdo da amostra revelaram que FMS é composto de NPM
esféricas com distribui¢do de tamanho monomodal, com didmetro fisico médio de 8,3
nm e com pouca variacdo do diametro hidrodinamico ao longo do tempo. Medidas do
potencial zeta ao longo do tempo evidenciaram NPM de carga negativa e extremamente
estaveis por até 48 meses ap0s seu preparo. Foi verificado, pelo ensaio de viabilidade
celular por MTT, que FMS néo foi toxico para as células de melanoma da linhagem
B16-F10 em concentracfes até 75 ug Fe/mL. Foi mostrada também a capacidade dessas
células tumorais em interiorizar as NPM, as quais foram encontradas no interior celular
dentro de estruturas semelhantes a vesiculas. Além disso, ensaios in vitro e in vivo
foram realizados em equipamento de microtomografia computadorizada (microTC) para
avaliar a capacidade de FMS ser um potencial meio de contraste neste tipo de imagem.
Os testes in vitro revelaram que FMS possui densidade adequada para ser visualizada
em imagens de microTC e os testes in vivo mostraram que FMS injetado diretamente no
melanoma induzido nos camundongos permaneceu no tumor por até 72 h. Apesar da
retencdo tumoral prolongada, FMS n&o foi téxico para os orgdos figado, baco, rins,
pulmdes e cérebro, nem para 0 organismo como um todo, como visto nas analises
histologicas, hematoldgicas e bioguimicas. Testes in vitro e in vivo demonstraram 0
potencial de aquecimento de FMS quando submetido a um campo magnético de
frequéncia alternada. A amostra foi entdo testada para o tratamento do melanoma
murino utilizando magnetohipertermia e os resultados dos pesos e volumes tumorais,
percentual de necrose e exames hematoldgicos e bioquimicos foram promissores apés 1
dia do término do tratamento. Em conjunto, os dados deste trabalho indicam que a
amostra FMS apresenta grande potencial como estratégia terapéutica contra o cancer.

Palavras-chave: nanoparticulas magnéticas, Selol, selénio, melanoma,

magnetohipertermia, biocompatibilidade.



ABSTRACT

Magnetic nanoparticles (MNP) represent versatile tools for application in the
oncologic field, especially when used as drug carriers, magnetic hyperthermia inducer
and contrast improvement in imaging exams. The main goal of this study was to
investigate a new magnetic fluid sample, named FMS, based on magnetite nanoparticles
coated with lauric acid bilayer impregnated with Selol. Selol is a low toxic and non-
mutagenic compound with an important antitumoral activity. In this work, FMS was
characterized and tested for its ability to be used for a contrast agent in microcomputed
tomography (microCT) imaging and for melanoma treatment using magnetic
hyperthermia (MHT). Characterization assays revealed that FMS was composed by
spherical MNP with monomodal size distribution, with an average physical diameter of
8.3 nm, and with little hydrodynamic diameter variation along time. Stability of FMS
was also tested along time through zeta potential measurements and results highlighted
negative charge MNP highly stable for up to 48 months after its preparation.
Nanoparticles toxicity was evaluated by MTT viability cell assay and FMS was not
toxic for melanoma cell line B16-F10 in concentrations up to 75 pug Fe/mL. It was also
showed that tumoral cells are able to internalize these MNP, as they were seen in
vesicle-like structures in the citoplasm. Further, in vitro and in vivo assays were
performed in microCT equipment. In vitro tests revealed that FMS presented elevated
density in microCT imaging and in vivo experiments showed that after intratumoral
FMS injections, MNP remains in mouse melanoma tumor site for at least 72 hours.
Although prolonged tumor retention, FMS was not toxic to the organs liver, spleen,
kidneys, lungs and brain, neither to the whole organism, as verified by histological,
hematological and biochemical analysis. In addition, 1 mL FMS aliquot exposed to an
alternating magnetic field raised its temperature to 57°C and in vivo experiments
confirmed intratumoral FMS heating potential. So, FMS was tested for murine
melanoma treatment and showed promising results related to tumor volumes, tumor
weights, necrosis percentage and hematological and biochemical analysis when data
were evaluated the day after the end of the treatment. In conjunction, the data obtained
by this work indicate that FMS presents the antitumor activities of both Selol and MNP,
thus representing a potential therapeutic strategy against cancer.

Keywords: magnetic nanoparticles, Selol, selenium, melanoma, magnetic

hyperthermia, biocompatibility.
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VPM - Volume Plaquetéario Médio
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1 INTRODUGCAO

1.1 CANCER

O cancer € uma doenca que surge como resultado de uma divisdo descontrolada
de células que séo capazes de invadir tecidos e 6rgdos. As células cancerosas dividem-
se rapidamente e acumulam-se, formando os tumores malignos ou neoplasias malignas.
Essas células tendem a ser agressivas e podem espalhar-se para outras regides do corpo,
caracterizando a metastase — principal causa de morte por cancer (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2013).

Por outro lado, um crescimento celular desordenado também ocorre no tumor
benigno. Mas essa neoplasia benigna significa simplesmente uma massa localizada de
células que se multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu tecido original, mas
ndo sdo capazes de formar metastases. Os tumores benignos, portanto, raramente
constituem um risco de vida (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2013).

O levantamento mais completo sobre o 6nus global do cancer no mundo é feito
pela Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (International Agency for
Research on Cancer — IARC), da Organizacdo Mundial de Saude. A versdo mais
recente desse levantamento mostrou a ocorréncia de quase 13 milhdes de novos casos
de cancer e 7,6 milhGes de mortes pela doenca para o ano de 2008. Para 2020, a
estimativa é de 17 milhdes de casos incidentes e 10 milhdes de mortes por cancer
(GLOBOCAN, 2008).

O céncer pode afetar qualquer parte do corpo e os diferentes tipos de cancer

correspondem aos Vvarios tipos de células do organismo.

1.1.1 Pele

Suscetivel a varios tipos de cancer, a pele, o maior érgdo do corpo, tem como
principais fungdes proteger o organismo contra infeccdes e lesdes, ajudar a regular a
temperatura corporal, produzir vitamina D, controlar a perda de liquidos e proteger o
corpo da radiacéo ultravioleta (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2013).

Estruturalmente, a pele consiste em trés partes principais: epiderme, derme e

hipoderme (Figura 1).
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Figura 1. Organizacdo estrutural da pele mostrando as camadas epidérmica, dérmica e
hipodérmica.

A epiderme € a camada mais fina e superficial da pele, que protege do meio
ambiente as camadas mais profundas e os outros tecidos e 6rgdos do corpo. E
constituida de tecido epitelial e seu principal tipo celular é o queratindcito, o qual
produz a queratina, que € uma proteina fibrosa, resistente e impermeavel responsavel
pela protecdo da pele e dos tecidos subjacentes contra a abrasdo, o calor,
microrganismos e substancias quimicas. O segundo tipo de célula epidérmica mais
comum é o melandcito, que produz o pigmento melanina, o qual contribui para a cor da
pele e tem a funcdo de protegé-la contra a radiacdo ultravioleta. Embora o0s
queratinocitos recebam protecdo dos granulos de melanina, os préprios melandcitos séo
particularmente suscetiveis aos danos causados pela luz ultravioleta. Outras células
presentes na epiderme participam de respostas imunes contra antigenos que invadem a
pele (células de Langerhans) ou ficam em contato com neurdnios sensoriais e ajudam a
detectar as sensacGes de toque na pele (células de Merkel). A epiderme é composta de
quatro estratos: corneo, granuloso, espinhoso e basal. A camada cornea € a camada mais
externa da epiderme, constituida basicamente de queratina e com constante renovagéo
celular, e a camada basal é a camada mais profunda e em contato com a derme
(TORTORA; DERRICKSON, 2012).

A derme, camada mais espessa da pele, é formada principalmente por tecido

conjuntivo contendo fibras colagenas e elasticas, o que torna esta camada responsavel
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pela resisténcia e elasticidade da pele. A derme contém os foliculos pilosos, as
glandulas sudoriparas, 0s vasos sanguineos e nervos. Essa camada contém grande
quantidade de colageno, produzida pelos fibroblastos e que fornecem a resiliéncia e
resisténcia da pele.

A hipoderme, camada mais profunda da pele, é composta por tecido conjuntivo
que envolve os adipdcitos. O tecido subcutaneo é o local de armazenamento de gordura
e contém grandes vasos sanguineos que irrigam a pele. A funcdo dessa camada é
conservar o calor do corpo e absorver possiveis choques, fornecendo protecdo contra

traumas fisicos.

1.1.2 Cancer de pele

O cancer de pele é a neoplasia maligna mais comum no mundo e representa mais
da metade dos diagndsticos de cancer. H& dois tipos de cancer de pele: os melanomas e
0S ndo melanomas.

O cancer de pele ndo melanoma é o tumor mais incidente no Brasil e no mundo,
e acomete mais as populacbes de pele clara. Geralmente, sdo tumores de crescimento
lento, localmente invasivos e raramente resultam em metastases. E uma neoplasia de
bom prognostico, com alta taxa de cura se tratado de forma adequada e oportuna. No
entanto, em alguns casos em que ha demora no diagnostico, esse cancer pode levar a
ulceracgdes e deformidades fisicas severas.

O cancer de pele ndo melanoma compreende varios tipos, mas 0s mais comuns
sdo o carcinoma de células basais (basocelular) e o carcinoma de células escamosas
(espinocelular).

O carcinoma basocelular tem origem nas células basais da epiderme e é 0 mais
comum entre eles, representando 70% dos casos. Esses tumores se desenvolvem
lentamente, dificilmente se espalham para outras areas do corpo, raramente sdo letais e
sdo mais frequentes em partes do corpo comumente expostas ao sol, como rosto,
pescoco, orelhas e antebraco. A exposicéo excessiva, repetida e a longo prazo a radiagdo
ultravioleta é o principal fator de risco para essas neoplasias (DUBAS; INGRAFFEA,
2013; NETSCHER et al., 2011).

O carcinoma espinocelular tem origem na camada mais externa da epiderme, na
camada cornea. Esses tumores geralmente aparecem no rosto, orelhas, labios, pescoco e

no dorso da mdo, mas também podem aparecer nos 6rgdos genitais. Possuem um risco
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maior que o carcinoma basocelular de invadir tecidos adjacentes, como o tecido adiposo
e linfonodos (DUBAS; INGRAFFEA, 2013; NETSCHER et al., 2011).

H& outros tipos de cancer de pele ndo melanoma, mas sdo bem mais raros e
representam apenas 1% do total (DUBAS; INGRAFFEA, 2013).

O tratamento dos tumores de pele ndo melanoma geralmente € cirdrgico, seguido
por terapias adjuvantes, quando indicado (SAMARASINGHE; MADAN, 2012).

1.1.3 Melanoma

O melanoma é um tumor maligno formado a partir dos melandcitos, que sao
células localizadas na camada basal da epiderme e na superficie de mucosas,
responsaveis pela producdo do pigmento melanina.

Embora represente apenas 5% dos tumores cutaneos, o0 melanoma é responsavel
por 80 a 85% dos 6bitos por cancer de pele (MENDES, 2010). O principal motivo da
elevada taxa de mortalidade é que o melanoma possui grande potencial de
disseminacdo, sendo os linfonodos, cérebro, figado e pulmdo os principais sitios

acometidos por metastases.

1.1.3.1 Progresséo do melanoma

O entendimento de como o melanoma se inicia e de como ele progride é
essencial para se estabelecer as formas de prevencdo da doenca e desenvolver novas
terapias. Atualmente, o modelo de progressdao do melanoma mais aceito é o proposto
por Clark (1984). Neste modelo, ele descreve um sistema de classificagédo para o
melanoma de acordo com o nivel de invasdo nas camadas da pele, considerando a
proliferacdo de melandcitos no processo de formacdo do nevo e o subsequente
desenvolvimento das seguintes caracteristicas: displasia, hiperplasia, invasdo e
metastase (Figura 2).

De acordo com Clark (1984), a primeira mudanca fenotipica que acontece nos
melandcitos € o desenvolvimento do nevo benigno, uma lesdo de bordas regulares,
composta pelo acimulo de melandcitos na camada basal da epiderme. O crescimento do
nevo benigno € limitado e raramente progride para um cancer. Mas mutacdes em alguns
genes podem levar a desregulacdo no ciclo celular dessas lesbes, dando inicio ao
processo de carcinogénese (KHAN et al., 2011). Os dois principais genes envolvidos
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nessa etapa inicial sdo o NRAS (homdlogo do oncogene RAS viral de neuroblastoma -
Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog) e 0 BRAF (homologo B1 do oncogene v-
raf murino de sarcoma viral - v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1). A
maioria dos estudos mais recentes mostra que a frequéncia da mutacdo em NRAS nos
melanomas humanos é de 10 a 20%, enquanto que para BRAF as estimativas variam
entre 30 a 70%, sugerindo que aproximadamente 50% dos melanomas carregam
mutacdo nesse gene. Sabe-se que esses genes causam ativacdo da via de sinalizagdo
ERK/MAPK (cinase regulada por sinal extracelular/proteina cinase ativada por
mitogeno - extracellular signal-regulated kinase/mitogen-activated protein kinase) e ja
foi demonstrado que uma ativagdo anormal dessa via estimula o crescimento nas células
do melanoma (OMHOLT et al., 2003).

Nevo benigno Nevo displasico Ifase de . .Fase de . Melanoma metastatico
crescimento radial crescimento vertical
Perda de
. E-caderina ’

Perda de

CDKN2A & P'IV-\

.
o @\ o
’ ._3’”- l/ .
[,
im]
Aumento

Membrana de CD1
basal Mutagao

em BRAF
g Metastases
5 distantes
o

enna Rebelo

Figura 2. Modelo de progressdo do melanoma proposto por Clark, em 1984. (Figura retirada de
McMaster Pathophysiology Review, 2013).

Com o crescimento celular estimulado, o proximo evento bioldgico que
contribui para a progressao do tumor é o desenvolvimento de atipias citoldgicas, o que
caracteriza o nevo displasico. Nevos displasicos sdo lesbes pré-malignas que podem
surgir como novas lesdes ou a partir de um nevo benigno pré-existente. Sdo lesdes que
podem regredir, mas novas mutacGes nessa fase levam a diminuicdo da diferenciacdo e
hiperplasia. As principais mudancas moleculares nos nevos displasicos ocorrem no gene

CDKN2A (inibidor 2A de cinase dependente de ciclina - cyclin-dependent kinase
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inhibitor 2A) e no gene supressor de tumor PTEN (homodlogo da fosfatase e tensina -
phosphatase and tensin homolog). Mutagdes tornam esses genes inativados e, de um
modo geral, essas perdas contribuem para a proliferacdo e sobrevivéncia de células
danificadas. O gene CDKN2A codifica duas proteinas supressoras de tumor (p14”%F e
p16INK4A

permite a fosforilagdo de pRB (proteina retinoblastoma) e liberacdo do fator de

) e a sua inativacao provoca a auséncia desses produtos. A auséncia de p16™ <44

transcricdo E2F, o que promove a transicdo G1-S do ciclo celular. A auséncia de p14”~F
direciona a proteina p53 para degradacdo e a perda desse supressor de tumor prejudica
mecanismos de reparo, que normalmente levam células alteradas a terem uma parada no
ciclo celular ou até mesmo apoptose. A proteina PTEN age atenuando a via de
sinalizacdo de AKT, ativada por fatores de crescimento. A perda de PTEN evidenciada
nos melanomas permite, portanto, a progressdao dessa cascata de sinalizagdo,

culminando em crescimento e sobrevivéncia celular (Figura 3).
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Figura 3. Principais vias moleculares envolvidas na formacdo e regulacdo do melanoma
(THOMPSON; SCOLYER; KEFFORD, 2005).

O préximo estagio, denominado fase de crescimento radial, é caracterizado pela
hiperplasia. A constante ativacdo da via de sinalizacgdo ERK/MAPK promove o
aumento da transcricdo de muitos genes, entre eles 0 CD1 (SHTUTMAN et al., 1999).
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No modelo de Clark, caracteristicas invasivas aparecem somente na fase de
crescimento vertical, quando as células do melanoma penetram a membrana basal e
crescem de modo intradérmico como um noédulo expansivo.

O melanoma metastatico se desenvolve quando as células tumorais se dissociam
da lesdo primaria, migram através do estroma e invadem vasos sanguineos e linfaticos
para formar um tumor em sitios distantes. A invasdo e o espalhamento do melanoma
estéo relacionados a alteracGes na adeséo celular. A progresséo da fase de crescimento
vertical para 0 melanoma metastatico € marcada pela perda de E-caderina e a expressao
de N-caderina. A diminuicdo da expressdo de E-caderina e a expressao aumentada de N-
caderina aumenta a sobrevivéncia das células do melanoma através do estimulo da via
de sinalizacdo de beta-catenina, que por sua vez leva a transcricdo de fatores
relacionados com a diferenciacdo, proliferacdo e migracdo (Figura 4) (QI et al., 2005;
SHTUTMAN et al., 1999; WIDLUND et al., 2002).

| Caderina

celular ;L‘ i ‘/
Citoplasma @
P TS -
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O
0 ¢
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MITF, CCND1, MMP-7
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Figura 4. Via de sinalizacdo da beta-catenina, envolvida na progressdo para o melanoma
metastatico (MILLER; MIHM, 2006).

1.1.3.2 Fatores de risco para o melanoma

Os principais fatores de risco para a carcinogénese do melanoma incluem fatores

ambientais como a exposicdo excessiva a radiagdo ultravioleta e também fatores
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genéticos como a sensibilidade da pele ao sol e histéria pessoal ou familiar de cancer de
pele.

A exposicao solar é sem davida o fator ambiental que estd mais envolvido com a
causa do melanoma (KANAVY; GERSTENBLITH, 2011). Sabe-se que a exposi¢do
intermitente e elevada aos raios solares ultravioletas leva a um risco maior de
desenvolver a doenca. Alguns estudos epidemioldgicos apontam, ainda, uma maior
susceptibilidade das criancas ao efeito carcinogénico da luz solar.

Em relacdo aos fatores intrinsecos das pessoas, aquelas que apresentam
caracteristicas fenotipicas de sensibilidade ao sol, ou seja, aquelas pessoas que possuem
sensibilidade a ter queimaduras e ndo bronzeamento, pessoas de pele clara, olhos azuis,
que possuem sardas e cabelos loiros ou ruivos tém um risco aumentado de desenvolver
0 melanoma (DUNKI-JACOBS et al., 2013; THOMPSON; SCOLYER; KEFFORD,
2005). Pessoas de pele clara ttm uma incidéncia de melanoma de 10 a 20 vezes maior
do que pessoas de pele escura (DUMMER et al., 2011).

Individuos com histéria de queimaduras de sol ou céncer de pele também
aumentam o risco de melanoma. Um historico familiar positivo para melanoma também
representa um fator de risco substancial e o principal gene associado com essa
predisposicdo € o gene CDKN2A (ALSTON; BREWER, 2013; THOMPSON;
SCOLYER; KEFFORD, 2005).

Elevado nimero de nevos na pele é o fator independente de risco mais
importante para o0 melanoma, principalmente em populacdes de pele clara (RUSSAK;
RIGEL, 2012).

Outros fatores também estdo associados com o risco de melanoma, como
bronzeamento artificial, sexo (maior incidéncia em homens), idade (incidéncia elevada
acima de 50 anos) e condicdo socioecondmica (mais incidente em pessoas de renda
maior) (DUNKI-JACOBS et al., 2013; RUSSAK; RIGEL, 2012).

1.1.3.3 Diagnostico do melanoma

O melanoma possui alto potencial de cura se diagnosticado em estagios iniciais.
Por isso, é essencial que os pacientes sejam avaliados clinicamente pelos médicos
dermatologistas para o cancer de pele. Além disso, a auto examinacdo também é
importante para tentar identificar lesdes com potencial maligno e relatar ao médico para

uma avaliagdo mais precisa.
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O diagnostico inicial do melanoma é justamente baseado no exame fisico, na
observagdo de lesGes e pintas na pele que possuem as caracteristicas definidas como
ABCDE do melanoma (Figura 5). Lesdes assimétricas, com bordas irregulares, que
possuem variagcdes de cor, com didmetro maior que 6 mm e que possuem evolucdo ou
mudanca ao longo do tempo sdo lesBes que preenchem os requisitos ABCDE para o

melanoma e devem ser avaliadas por um dermatologista.

. . Bordas Diametro
Assimetria I Cor
irregulares > 6 mm

Evolugao

Figura 5. Caracteristicas ABCDE para identificacdo de uma lesdo como sendo melanoma.

No entanto, alguns melanomas ndo exibem essas caracteristicas classicas
(existem lesdes amelandticas e que se manifestam na cor rosa ou vermelha), portanto,
deve haver suspeita clinica em qualquer mudanca significativa em um nevo ou lesdo de
pele pré-existente (em tamanho, cor, forma), se a lesdo cocar ou ainda se tiver um
historico de sangramento. Além disso, novas lesdes pigmentadas que surgem apos os 40
anos de idade também devem ser avaliadas (COUNCIL, 2013).

Ao exame clinico o diagnéstico do melanoma se torna mais acurado quando 0s
especialistas utilizam o dermatoscopio. A dermatoscopia é uma técnica que utiliza
magnificacdo e luz polarizada para examinar a lesdo de um paciente para procurar por
caracteristicas de um processo benigno ou maligno. E uma técnica que ajuda muito na
avaliacdo de novas lesbes ou mudancas em lesGes pigmentadas, mas ndo substitui o
padrédo do diagndstico para 0 melanoma, que € feito pelo exame histopatoldgico através
da biopsia (THOMPSON; SCOLYER; KEFFORD, 2005).

A andlise histopatoldgica da biopsia fornece detalhes importantes como a

espessura do tumor e outras caracteristicas desfavoraveis como ulceracédo e alta taxa de
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mitoses. Existem trés tipos béasicos de biopsia da pele: excisional, incisional e por
raspagem. A bidpsia excisional é feita com anestesia local e remove completamente a
lesdo, deixando uma margem cirdrgica. Este € o método mais prudente para se obter o
diagnostico de lesdes pequenas. A profundidade da biopsia deve se extender através da
derme e deve incluir um pouco de gordura subcutdnea. Na bidpsia incisional, a
profundidade € a mesma, porém ndo remove a lesdo inteira, apenas uma parte do tecido
que seria suficiente para o diagndstico. Esse tipo de biopsia é mais apropriada para
lesbes extensas. A forma mais simples de realizar a bidpsia incisional é através de
perfuracdo utilizando um instrumento que remove um cilindro de derme e tecido
subcutaneo de pelo menos 4 mm de didmetro, o que permite uma avaliagdo patoldgica
mais precisa, ja que pedacos menores ndo fornecem tecido adequado para as analises. A
biopsia por raspagem retira apenas uma parte da lesdo em relacdo a profundidade. Pode
ser um método efetivo para diagnosticar cancer de pele ndo melanoma, mas para o
melanoma pode haver um diagnostico inadequado devido ao ndo acesso a profundidade
da pele. Mesmo se um diagnodstico de melanoma for estabelecido, o ndo acesso a
profundidade de invasdo pode ter implicacBes no tratamento do paciente. No entanto,
esse tipo de bidpsia é muito utilizada por ser um método rapido, simples e ndo
necessitar de suturas para o fechamento do corte (COUNCIL, 2013; DUNKI-JACOBS
etal., 2013).

1.1.3.4 Prognostico do melanoma

Apesar de ser um dos tumores cutdneos mais severos, 0 melanoma € uma
neoplasia de bom prognostico quando diagnosticada precocemente. No mundo, a
sobrevida média estimada em cinco anos para tumores localizados é de mais de 90%
(BONFA, et al., 2011; KHAN et al., 2011).

O prognostico para um paciente diagnosticado com melanoma depende
principalmente de dois fatores: a espessura do tumor primario e a presenga ou auséncia
de metastases para os linfonodos regionais. No entanto, outros fatores também
importantes podem piorar o0 progndstico do paciente, como achados histologicos de
ulceracdo do tumor, elevado indice mitdtico das células tumorais, 0 aumento da idade, o
sexo masculino e a localizagdo do tumor no tronco, cabeca Ou pescogo
(CHUDNOVSKY et al., 2005; THOMPSON; SCOLYER; KEFFORD, 2005).
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Os niveis de Clark descritos no item 1.1.3.1 também se correlacionam
significativamente com a sobrevida total dos pacientes (DUNKI-JACOBS et al., 2013).

O prognostico estd diretamente relacionado com o estagio do céncer. Pacientes
com estagio 1A possuem uma taxa de 97% de sobrevida livre de doenca de 5 anos,

enquanto pacientes em estagio 111C baixam essa taxa para 38% (COUNCIL, 2013).

1.1.3.5 Estadiamento do melanoma

O principal propoésito de um sistema de estadiamento para o cancer é acessar 0
risco de um paciente antes de se determinar o tratamento apropriado a ele.

Desde o inicio dos anos 80, o Comité da Junta Americana sobre Cancer
(American Joint Committee on Cancer — AJCC) e a Unido Internacional para Controle
do Céancer (Union for International Cancer Control — UICC) colaboram para a
classificacdo de diversos tumores e que hoje resultam em defini¢bes e agrupamentos do
cancer de uma maneira uniforme para todos os sitios anatémicos, disponibilizando,
assim, um sistema universal de classificacdo. Essa classificacdo é feita de acordo com
os fatores progndsticos. A grande vantagem da classificacdo e estadiamento do cancer é
permitir ao médico estratificar os pacientes e conduzir melhores decisdes para o
tratamento e também desenvolver uma linguagem comum que auxiliard na criacao de
testes clinicos para delinear futuras estratégias para o tratamento de cancer
(AMERICAN JOINT COMMITTEE ON CANCER, 2002).

Um sistema de estadiamento para o melanoma s6 foi introduzido em 2002 e
segue o sistema TNM (tumor, linfonodos e metastase) adotado para outros tumores. A
classificacdo TNM descreve a extensdo de comprometimento do cancer de uma pessoa.
O sistema T refere-se ao tamanho do tumor primario e se ele invadiu tecidos adjacentes,
o sistema N refere-se aos linfonodos regionais que estdo comprometidos com a doenca e
0 sistema M refere-se a presenca ou ndo de metastases.

Uma versdo revisada do estadiamento do melanoma, baseado em uma analise de
mais de 30 mil pacientes, foi recentemente publicada e estd descrita na Tabela 1
(AMERICAN JOINT COMMITTEE ON CANCER, 2009).
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Tabela 1. Estadiamento para 0 melanoma, segundo o sistema TNM.

Categoria T Defini¢do Status de ulceracdo ou mitoses
TX Tumor primério ndo determinado ND
TO Sem evidéncia de tumor primario ND
Tis Melanoma in situ ND
T1 Melanomas < 1,00 mm a: sem ulceracdo e mitose < 1/ mm2

b: sem ulceragdo e mitoses > 1/ mm?2
T2 Melanomas de 1,01 a 2,00 mm a: sem ulceracdo

b: com ulceracéo
T3 Melanomas de 2,01 a 4,00 mm a: sem ulceracéo

b: com ulceracédo
T4 Melanomas > 4,00 mm a: sem ulceracéo

b: com ulceracédo

Categoria N Definicao Metastase no linfonodo
NX Linfonodos regionais ndo determinados ND
NO Sem metéstase regional ND
N1 1 linfonodo metastético a: micrometastases

b: macrometéstases
N2 2 a 3 linfonodos metastaticos a: micrometastases
b: macrometastases
C: metastases em transito ou
satélites sem linfonodos metastaticos
N3 4 ou mais linfonodos metastaticos
ou linfonodos matted
ou metéstases em transito

ou satélites com linfonodos metastaticos

Categoria M  Definicéo LDH sérico
MO Sem evidéncia de metastases distantes ND
Mla Metastases distantes para pele, tecido Normal

subcutaneo ou linfonodos

M1b Metastases para o pulmao Normal
Milc Todas as outras metastases viscerais Normal
Qualquer metastase distante Elevado

A ulceracdo no melanoma é a auséncia de um epitélio intacto cobrindo o tumor primario, acessado por
exames histopatologicos. Niveis elevados de LDH (lactato desidrogenase) no soro devem ser utilizados
somente quando ha duas ou mais determinagdes obtidas com mais de 24 h entre elas.
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Existem dois tipos de estadiamento para 0 melanoma: o clinico e o patolégico
(Tabela 2). A diferenca entre eles é que no estadiamento clinico os linfonodos regionais
sdo classificados de acordo com exames clinicos e radioldgicos, e no estadiamento
patoldgico os linfonodos sdo acessados apds exames patologicos realizados apos
linfadenectomia parcial ou completa (AMERICAN JOINT COMMITTEE ON
CANCER, 2002).

Tabela 2. Estadiamento clinico e patoldgico para o melanoma, segundo o sistema TNM.

Estagio Anatomico e Grupos de Prognéstico para o Melanoma Cutaneo

Estadiamento Clinico Estadiamento Patologico
Estagio 0 Tis NO MO 0 Tis NO MO
Estagio 1A T1a NO MO IA T1a NO MO
Estagio IB T1b NO MO 1B T1b NO MO
T2a NO MO T2a NO MO
Estagio IIA T2b NO MO IIA T2b NO MO
T3a NO MO T3a NO MO
Estagio 1IB T3b NO MO 1B T3b NO MO
T4a NO MO T4a NO MO
Estagio IIC T4b NO MO Ic T4b NO MO
Estagio Ill | Qualquer T = N1 MO A T1-4a N1a MO
T1-4a N2a MO
1B T1-4b N1a MO
T1-4b N2a MO
T1-4a N1b MO
T1-4a N2b MO
T1-4a N2c MO
lne T1-4b N1b MO
T1-4b N2b MO
T1-4b N2c MO
Qualquer T N3 MO
Estagio IV | Qualquer T  Qualquer N M1 v Qualquer T Qualquer N M1

1.1.3.6 Tratamento do melanoma

O tratamento do melanoma varia de acordo com a profundidade do tumor
primério. A cirurgia é a forma de tratamento mais indicada para a maior parte dos casos
de melanoma (TESTORI et al., 2009). O padrdo cirdrgico envolve a retirada da lesdo
com uma margem cirdrgica, ou seja, a incisdo deve nao so retirar a lesdo tumoral, mas

também uma margem de pele e tecido subcutaneo ao redor do tumor. O objetivo é que
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essa margem dé resultados negativos para a doenca na avaliacdo histopatoldgica final,
evitando recorréncias do cancer. Muitos estudos clinicos vém avaliando a largura
adequada para essa margem cirdrgica e 0 consenso € que a largura da margem deve
variar em funcdo da espessura do tumor primario. Para 0 melanoma in situ, recomenda-
se uma margem de 0,5 cm; lesGes menores ou iguais a 1 mm de espessura séo retiradas
com uma margem de 1 cm; e lesdes maiores que 1 mm de espessura s&o retiradas com
margens de 2 cm (COUNCIL, 2013).

Além da cirurgia, é aconselhavel que pacientes que possuem melanoma maior
que 1 mm de espessura considerem a opcdo de realizar a biopsia do linfonodo sentinela
no momento da cirurgia. Essa bidpsia é o método padrdo para o estadiamento dos
linfonodos regionais. O linfonodo sentinela é o primeiro a receber a drenagem linfatica
do sitio do tumor primario e, consequentemente, € também o primeiro a receber as
células tumorais metastaticas. Atualmente, o achado de doenca micrometastatica na
bidpsia do linfonodo sentinela é uma indicacdo para realizacdo de linfadenectomia
completa. Apesar da morbidade do procedimento, essa técnica promove um excelente
controle da doenca regional (DUNKI-JACOBS et al., 2013).

Para melanomas menores que 1 mm de espessura, geralmente sdo considerados
outros fatores prognosticos para a tomada de decisdo de se realizar ou ndo a bidpsia do
linfonodo sentinela. Se houver presenca de ulceracdo ou elevada taxa de mitose no
diagnostico do melanoma, é recomendavel a realizacdo da bidpsia do linfonodo
sentinela. Ou seja, de acordo com a atual estadiamento para 0 melanoma (Tabela 1), a
bidpsia é recomendavel para tumores T1b.

A radioterapia e quimioterapia podem ser utilizadas para tratar o melanoma,
dependendo do estagio e localizacdo do tumor (KHAN et al., 2011; MORENO-
RAMIREZ et al., 2009). A radioterapia é pouco utilizada porque os melanomas sio
conhecidos por sua resisténcia a irradiacdo. Essa terapia tem sido mais utilizada em
melanomas de alto risco de cabega e pescoco, onde o risco de recorréncia local € maior
do que o melanoma em outros sitios. A radioterapia também é o tratamento de escolha
para o cuidado paliativo de metastases cerebrais multiplas e para metastases 0sseas
irresecaveis (THOMPSON; SCOLYER; KEFFORD, 2005).

Para o tratamento de tumores que se encontram no estagio 11, tem sido utilizado
o interferon alfa-2b (IFN a2b) em altas doses. O IFN a2b ¢ a tnica terapia adjuvante
aprovada pela agéncia americana de Administracdo de Alimentos e Medicamentos
(Food and Drug Administration — FDA).
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Os sitios mais comuns de metastase do melanoma sdo o cérebro, pulméo e
figado. De modo menos comum, 0 melanoma pode metastatizar para a pele e linfonodos
distantes, ossos, glandulas adrenais ou trato gastrointestinal. A terapia indicada para
pacientes que possuem melanoma no estagio IV é a cirurgia. Se a doenca for
irressecavel, a terapia sistémica ou o cuidado paliativo devem ser considerados. A
quimioterapia € pouco utilizada e os principais compostos sdo utilizados na terapia
sisttmica para 0 melanoma metastatico. Sdo drogas de simples aplicacdo e baixa
toxicidade, mas possuem taxas de resposta de no maximo 24%. Dois agentes
quimioterapicos sdo utilizados normalmente para o tratamento do melanoma:
dacarbazine ou interleucina 2 (IL-2).

Muito se tem estudado acerca da biologia molecular do melanoma, sobre suas
vias de sinalizacdo e o papel da imunidade celular sobre a tumorigénese da pele. Este
conhecimento tem resultado no desenvolvimento de terapias promissoras que utilizam
como alvo moléculas envolvidas nas vias de sinalizacdo para a progressdo do melanoma
(BIS; TSAO, 2013). Como exemplo dessas novas terapias, pode-se citar a imunoterapia
que interfere no receptor de linfocitos CTLA-4, a terapia antisense com a molécula anti-
apoptotica Bcl-2 (que é superexpressa em muitos melanomas), a utilizacdo de drogas
antiangiogénicas (KASPER et al., 2007) e terapias baseadas na inibi¢cdo de tirosina
cinase e da via MEK-ERK (KUDCHADKAR et al., 2013).

Outra modalidade de tratamento que também pode ser utilizada para o
melanoma € a hipertermia, que consiste na destrui¢do de células tumorais por meio do
aumento da temperatura da regido afetada para 41 a 44°C (VAN DER ZEE, 2002). A
explicagdo para o tratamento do cancer com aumento de temperatura é que, geralmente,
um aquecimento em torno de 45°C provoca danos as proteinas e as membranas
celulares somente das células tumorais, por elas serem mais suscetiveis a hipertermia do
que as celulas sadias (BALIVADA et al., 2010). A maior sensibilidade das células
tumorais a temperaturas elevadas pode ser explicada principalmente pela
desorganizacdo vascular do tumor, o que inviabiliza a dissipa¢do de calor através da
corrente sanguinea. Além disso, o tratamento com temperaturas entre 40 e 45°C é
citotoxico para células que se encontram em ambiente com baixa pO, e pH, condicdes
normalmente encontradas no tumor onde o aporte sanguineo € insuficiente
(MATSUMINE et al., 2011). Adicionalmente, alguns experimentos ja revelaram que a
hipertermia pode aumentar a imunogenicidade do tumor por meio da estimulagdo das

células apresentadoras de antigenos pelas proteinas de choque térmico que sao liberadas
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pelas células tumorais lisadas (BARONZIO; GRAMAGLIA, FIORENTINI, 2009; ITO;
HONDA; KOBAYASHI, 2006; VAN DER ZEE, 2002; YANASE et al., 1998b).
Dependendo da temperatura aplicada e da duracdo do aquecimento, a hipertermia tanto
pode resultar na morte direta das células tumorais quanto pode torna-las mais sensiveis
a outras terapias (HORSMAN; OVERGAARD, 2007; HUANG, C. et al., 2011). Muitos
trabalhos ja mostraram que quando a hipertermia € aplicada conjuntamente com a
radioterapia e quimioterapia, parece haver um aumento da sobrevida dos pacientes e
menor taxa de recorréncia da doenga em casos avancados de cancer (BISCHOFF et al.,
2006; GINGRICH, 2011; KANG; KIM, M.; KIM, J., 2011; LAMMERS et al., 2011).

Para 0 melanoma, a hipertermia é mais comumente utilizada de modo
combinado com a quimioterapia ou com a radioterapia. Com a quimioterapia, a
hipertermia é principalmente aplicada de modo regional, com perfusdo do membro
afetado (VAN DER ZEE, 2002). Em combinacdo com a radioterapia, ela geralmente é
aplicada com um sistema guiado por ondas (GONZALEZ GONZALEZ et al., 1986;
HULSHOF et al., 2010). Esse tratamento alternativo de combinagdo de hipertermia com
radioterapia pode ser utilizado em casos inoperaveis da doenca, como por exemplo, no
trabalho mostrado por Hulshof (2010) para dois casos de melanoma do es6fago. O
tratamento combinado de radiacdo com hipertermia também j& foi utilizado para o
melanoma metastatico e mostrou taxas de resposta mais satisfatorias quando o
tratamento foi combinado, comparado com as terapias aplicadas isoladamente
(GONZALEZ GONZALEZ et al., 1986; OVERGAARD et al., 1995).

Apesar de apresentar resultados promissores, a hipertermia do modo como é
feita atualmente é agressiva e muitas vezes os pacientes apresentam dor e intolerancia a
elevadas temperaturas regionais. Alguns pacientes também apresentam reacgdes agudas
na pele como efeitos adversos do tratamento (GONZALEZ GONZALEZ et al., 1986).

Atualmente, o cenario do tratamento com hipertermia para 0 melanoma e para
outros tipos de cancer comegou a mudar, com 0 surgimento e crescimento de uma area
promissora para a medicina, a nanobiotecnologia. Avancos em nanobiotecnologia
possibilitaram a utilizacdo de nanoparticulas magneticas como instrumento para a
realizacdo da hipertermia tumoral (detalhada no item 1.3.3) sem apresentar invasividade
e efeitos adversos. A nanotecnologia, hoje no auge de sua visibilidade, é considerada
como uma revolucdo na ciéncia e vista como um grande progresso nas areas que

abrange.
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1.2 NANOTECNOLOGIA

1.2.1 Conceito

A nanotecnologia é o estudo e a aplicacdo de materiais em escala nanométrica (1
nandmetro = 1 bilionésimo do metro), os quais apresentam novos fendmenos fisicos,
quimicos e bioldgicos decorrentes dessa nova escala. Materiais que possuem entre 1 e
100 nm em pelo menos uma dimensdo sdo considerados objetos da nanotecnologia e
podem ser utilizados em diversas areas da ciéncia como biologia, medicina, quimica,

fisica, ciéncia dos materiais, tecnologia e engenharia.

1.2.2 Historia

O desenvolvimento desta area € muito recente no mundo e historicamente, as
ideias e conceitos por tras da nanotecnologia iniciaram com uma palestra intitulada
“There’s plenty of room at the bottom” (H& muito espago 14 embaixo) proferida pelo
fisico Richard Feynman no encontro da Sociedade Americana de Fisica no Instituto de
Tecnologia da Califérnia, em 29 de dezembro de 1959. Em sua palestra, Feynman
discursou sobre a possibilidade de se manipular materiais na escala atbmica e
molecular, e desafiou a comunidade a escrever tdo pequeno que a enciclopédia britanica
pudesse estar totalmente escrita na ponta de uma caneta. Em sua palestra, ele observou
ainda que algumas questdes de escala iriam surgir a partir da mudanca de magnitude de
varios efeitos fisicos: a gravidade se tornaria menos importante e a tensao superficial e a

atracéo das forgas de Van der Waals se tornariam mais relevantes (FEYNMAN, 1960).

Figura 6. Richard Feynman, fisico que proferiu uma palestra com as primeiras ideias e
conceitos sobre nanotecnologia, em 1959.



Introducdao |40

No entanto, o termo “nano-tecnologia” s6 foi utilizado pela primeira vez em
1974 quando o pesquisador Norio Taniguchi, da Universidade de Tdquio, em uma
conferéncia se referiu a capacidade de méaquinas operarem em escala menor que 1
micron (TANIGUCHI, 1974).

Mas foi com Kim Eric Drexler que o conceito de nanotecnologia foi explorado
mais profundamente. Eric Drexler vinha explorando a visdo articulada por Feynman e
estudando os principios fisicos de nanosistemas/ nanoméaquinas que poderiam ser
usados para fazer produtos com precisdo atdbmica. Em 1981, ele publicou seu primeiro
artigo cientifico, cujo tema abordava a capacidade de manipulacdo molecular
(DREXLER, 1981). Em 1986, Drexler publicou o livro “Engines of creation: the
coming era of nanotechnology” (Maquinas da criagdo: a vinda da era da
nanotecnologia), no qual usou independentemente a palavra nanotecnologia
(paralelamente ao termo nano-tecnologia usado por Taniguchi) para se referir a um
sistema de montagem a nivel preciso (molecular/ atbmico) que seria capaz de produzir
copias de si mesmo e outros itens de complexidade arbitraria (DREXLER, 2013). Foi
com esse livro que Drexler desenvolveu e popularizou o arcabouco conceitual da
nanotecnologia molecular. Seu trabalho de doutorado sobre nanotecnologia molecular,
em 1991 no Instituto de Tecnologia de Massachusetts (DREXLER, 1991), resultou em
outro livro chamado “Nanosystems: Molecular Machinery, manufacturing, and
computation” (Nanosistemas: maquina molecular, fabricagdo e computacdo) em 1992.
Neste livro ele escreveu sobre os principios da fisica, quimica, computacdo e engenharia

de sistemas para descrever os fundamentos da fabricacdo molecular e como alcanca-la.

Figura 7. Eric Drexler, que estudou os principios dos nanosistemas e nanomaquinas, no inicio
dos anos 80.
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O inicio da nanotecnologia experimental se deu em 1981, quando os
pesquisadores Gerd Binnig e Heinrich Rohrer, do Laboratério de Pesquisa da IBM em
Zurique, desenvolveram 0 microscopio de tunelamento com varredura, que
proporcionou a visualizacdo de superficies em nivel atdbmico. O desenvolvimento do
microscopio de tunelamento com varredura deu a esses pesquisadores o prémio Nobel
em Fisica, em 1986 (NOBEL PRIZE, 2013).

No inicio dos anos 80, aconteceu a descoberta dos cristais semicondutores,
conhecidos hoje como quantum dots ou pontos quanticos. Enquanto o fisico russo
Alexei EKimov descobriu os quantum dots em matriz de vidro, o quimico americano
Louis E. Brus os descobriu em solugdes coloidais. O nome quantum dots sé foi mesmo
utilizado a partir de 1988 com Mark Reed.

Em 1985, os pesquisadores Harry Kroto, Richard Smalley e Robert Curl
descobriram os fulerenos, que sdo moléculas compostas inteiramente de carbono ligados
entre si em formacgOes ocas esféricas, elipsdides ou tubulares (Figura 8). Juntos, esses
pesquisadores receberam o prémio Nobel em Quimica no ano de 1996. Primeiramente,
eles descobriram o C60, também conhecido como bulkball, uma molécula cuja forma se
assemelha a uma bola de futebol (KROTO et al., 1985). No ano seguinte, eles
descobriram toda a familia de fulerenos. Esta descoberta expandiu hoje o nimero de
carbonos alotrépicos conhecidos. A descoberta dos nanotubos de carbono foi atribuida
ao pesquisador Sumio lijima, em 1991, embora outros pesquisadores ja tenham feitos

observacdes sobre essas estruturas de carbono tubulares anteriormente.

Figura 8. Alguns aldtropos do carbono: (a) C60 ou buckball, (b) Fulereno C540, (c) Fulereno
C70, (d) Carbono amorfo e (e) nanotubo de carbono.
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Em 1986, foi inventado o primeiro microscopio de forca atdbmica, pelos
pesquisadores Gerd Binnig, Calvin Quate e Christoph Gerber. O primeiro equipamento
comercialmente disponivel sé foi introduzido em 1989. Neste mesmo ano, o
pesquisador da IBM Don Eigler foi o primeiro a manipular dtomos usando o
microscopio de tunelamento com varredura. Ele utilizou 35 atomos de xendnio para

escrever o logotipo da IBM (Figura 9).

Figura 9. Don Eigler, primeiro pesquisador a manipular os a&tomos utilizando o microscopio de
tunelamento com varredura, em 1989.

Efetivamente, tais descobertas colocaram a nanotecnologia como uma nova
revolucdo cientifica e a area tornou-se alvo de grandes investimentos por parte dos

governos federais.

1.2.3 Impacto econdmico da Nanotecnologia

A nanotecnologia passou a ter maior visibilidade no ano 2000, quando o governo
americano comandado por Bill Clinton criou a Iniciativa Nacional de Nanotecnologia
(National Nanotechnology Initiative — NNI), proporcionando investimentos de US$ 464
milhGes no ano de 2001. A Iniciativa Nacional de Nanotecnologia é um programa
americano de pesquisa e desenvolvimento envolvendo atualmente 27 departamentos e
unidades de agéncia que possuem atividades individuais ou cooperativas relacionadas a
nanotecnologia. Das 27 unidades participantes, 15 delas possuem or¢camento especifico
para pesquisa e desenvolvimento em nanotecnologia. Para o ano fiscal de 2014, o
orcamento do governo americano sera de mais de US$ 1,7 bilhdes. Deste investimento,
mais de 460 milhdes vdo para o Instituto Nacional de Saude (National Institute of
Health — NIH) para investimento em pesquisa biomédica, principalmente no

desenvolvimento de sistemas e dispositivos em nanoescala. Cumulativamente, o
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investimento americano em nanotecnologia chega a quase US$ 20 bilhGes desde o
inicio da Inciativa em 2001 (NATIONAL NANOTECHNOLOGY INITIATIVE, 2013).

No Brasil, somente em agosto de 2013 é que foi lancada a Iniciativa Brasileira
de Nanotecnologia (IBN) pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo (MCTI). A
iniciativa € um conjunto de acBes com o objetivo de criar, integrar e fortalecer o
desenvolvimento cientifico e tecnoldgico no setor de nanociéncia e nanotecnologia, para
tornar a industria brasileira mais inovadora e competitiva (MCTI, 2013). A IBN
pretende aproximar a infraestrutura académica e as empresas, fortalecendo as relacfes
entre pesquisa, conhecimento e setor privado.

Historicamente, em 2003, foi concebido o Programa de Desenvolvimento da
Nanociéncia e da Nanotecnologia, inserido no Plano Plurianual 2004-2007. Este
programa tinha como principais acdes apoiar a construcdo e reestruturacdo de
laboratdrios de nanotecnologia, garantir a manutencao desses laboratorios e redes de
nanotecnologia e estimular projetos institucionais de pesquisa e desenvolvimento em
nanociéncia e nanotecnologia. Em agosto de 2005, houve uma reestruturagdo desse
programa e o presidente Luiz Inécio Lula da Silva, junto com o ministro da Ciéncia e
Tecnologia Sérgio Rezende, criou o Programa Nacional de Nanotecnologia (PNN). O
objetivo do PNN é atender as demandas estratégicas identificadas pela comunidade
envolvida com o desenvolvimento da nanociéncia e da nanotecnologia e colocar em
pratica uma das medidas da Politica Industrial, Tecnoldgica e de Comércio Exterior,
politica esta que incentiva a inovacao tecnologica.

A primeira etapa dos grandes investimentos realizados pelo governo federal foi
neste momento, quando o Ministro Sérgio Rezende anunciou a contratacdo de R$ 71
milhGes em programas e projetos nas areas de Nanotecnologia e Nanobiotecnologia
para 0 ano de 2005 e primeiro semestre de 2006.

Recentemente, o governo federal brasileiro anunciou o investimento de R$ 440
milhdes em nanotecnologia para os proximos dois anos (AGENCIA BRASIL, 2013).
Estima-se que o mercado total de produtos que incorporam nanotecnologias (incluindo
semicondutores e eletronicos) atinja cerca de US$ 2,95 trilhGes em 2015 (PORTAL
BRASIL, 2013).
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1.2.4 Caracteristicas e aplicacGes da Nanotecnologia

A nanotecnologia é um campo multidisciplinar cujos materiais e dispositivos

podem ser aplicados em diversas areas como medicina, quimica, fisica, eletronica,

tecnologia da informacdo, meio ambiente, producdo de energia, industria entre outras
(DOLL et al., 2013; FAKRUDDIN; HOSSAIN; AFROZ, 2012; STAGGERS et al.,

2008).

vasta aplicabilidade é que nas dimensdBes nanométricas, 0s materiais adquirem
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas que sdo diferentes das propriedades
observadas em escala macroscopica. Isso porque os efeitos quénticos comecam a
dominar as propriedades da matéria em nanoescala e alguns aspectos como ponto de
fusdo, fluorescéncia, condutividade elétrica, comportamento magnético e reatividade
quimica podem mudar em funcdo do tamanho da particula, tornando estes materiais

muitas vezes mais vantajosos do que os sistemas convencionais (GAJEWICZ et al.,

<
0,
3, o
% %} & o
% % B »
%, % 0, S
CORCN » * ces
% s
% % 152
, o
%
élm_., 0/0_ \‘?’
ey @f Lubrificantes
o N
NOVO® (s g & 9\O""
wedt @™ o o
R
D,
WS s o SoWO% g prerte®
o 2 %
L Sistemas 2 Nanchibs
Naturais n o, od i
Q' b (3
wor a %,
o,_\\“" > %, 3
Pogy,
s e os
o8 cew\? Yantic, Carbopy
£
R #a, #,
&N () 9,
PO O €, AN
as oo g Pongriay,
¥ AP ecag
Co Ay s
o o Uomotiy,
N N
O e
o Cag
ad,
o\rQ ;;hq Ore
& lity, ®Nto,

Figura 10. Vasto campo de aplicacdo da nanotecnologia.

Uma caracteristica que torna os materiais nanométricos tao especiais e com esta

2012; KANAPARTHY, R.; KANAPARTHY, A., 2011).

movimento restrito dos elétrons confinados em escala nanométrica, as nanoparticulas de

Um exemplo dessa mudanca de propriedade acontece com o ouro. Devido ao
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ouro reagem a luz de forma diferente das particulas de ouro em escalas maiores, e
apresentam uma cor vermelha ou roxa, ao invés da cor tradicionalmente amarela
(CHATTERJEE; DIAGARADJANE; KRISHNAN, 2011).

Outra caracteristica extremamente importante dos materiais nanometricos € a sua
elevada area de superficie em relacdo a sua massa. I1sso faz com que 0s nanomateriais
sejam altamente reativos, uma vez que uma grande quantidade do nanomaterial pode
entrar em contato com 0s materiais ao redor. Esse aumento de reatividade faz com que
as nanoparticulas possam ser utilizadas como nanocatalisadores, por exemplo. Baterias,
células de combustivel e catalisadores projetados com nanoengenharia podem utilizar
esse aumento de reatividade para produzir modos mais limpos e mais seguros de gerar e
estocar energia (TAN; CHAI, MOHAMED, 2012).

A elevada area de superficie também torna os materiais nanoestruturados bons
candidatos a aplicacdo em sistemas de tratamento de agua. Os nanoabsorventes
oferecem melhoras significativas ndo sé pela grande area de superficie, mas também por
seus sitios de sorcdo associados, pequena distancia de difusdo intraparticula e o fato do
tamanho do poro e a quimica da superficie serem ajustaveis (QU; ALVAREZ; LI,
2013). Os nanotubos de carbono, por exemplo, possuem maior eficiéncia em absorver
compostos organicos e metais pesados do que o carvao ativado, que é atualmente
empregado para reter impurezas e elementos poluentes das aguas (QU; ALVAREZ; LI,
2013; QU et al., 2013; TAN; CHAI, MOHAMED, 2012).

Além de nanocatalisadores e nanoabsorventes, a grande area de superficie
relativa também beneficia a funcionalizacdo de uma nanoparticula para aplicaces
biomédicas (item 1.3.2).

Particulas em escala nanométrica sempre existiram na ciéncia ou na natureza. O
funcionamento do organismo, por exemplo, ocorre em escala nano e de uma maneira
perfeitamente natural. Muitos cientistas estdo observando principios biologicos em
nanoescala como a automontagem molecular, autorganizagcdo ou mecanica quantica para
usar no desenvolvimento de novas plataformas computacionais para aplicacdo em
nanotecnologia. Na natureza, algumas folhas apresentam superficies hidrofébicas (como
as folhas de I6tus, repolho e arroz) que fazem com que as gotas de agua escorreguem
facilmente por elas. Baseado nessa observacdo, pesquisadores desenvolveram
nanomateriais capazes de produzir superficies superhidrofébicas que agem como uma

cobertura autolimpante quando aplicados nos objetos (HANUS; HARRIS, 2013).
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A nanotecnologia também tem potencial para mudar o cenario atual da
agricultura e industria alimenticia. Novas ferramentas estdo sendo desenvolvidas para
melhorar o acondicionamento dos alimentos utilizando-se materiais com propriedades
antimicrobianas; proteger alimentos que ficam expostos ao ar livre como frutas e
vegetais através da utilizacdo de filmes finos e comestiveis; detectar e quantificar
patdgenos nos alimentos usando biosensores; e utilizar o nanoencapsulamento para o
sistema de entrega de pesticidas reduzindo, assim, o dano a outras plantas e a
quantidade de agentes quimicos liberados para o ambiente (DURAN; MARCATO,
2013; RAI; INGLE, 2012).

Muitas das aplicagdes da nanotecnologia estdo presentes no nosso cotidiano,
como, por exemplo, nanoparticulas utilizadas em cosméticos, permitindo que o0s
ingredientes ativos penetrem mais facilmente e mais profundamente nas camadas da
pele, e em protetores solares, fazendo com que as nanoparticulas blogueiem os raios
ultravioletas e a0 mesmo tempo ndo deixem residuos brancos do produto na pele
(MORGANTI, 2010).

Nos esportes, muitos nanomateriais estdo sendo empregados com diversas
finalidades: nanotubos de carbono para aumentar a forca e a resisténcia das raquetes de
ténis e ainda deixa-las mais leves; nanoparticulas para preencher imperfeicdes dos
materiais, aumentando sua uniformidade; nanoparticulas de silica para aumentar a forca
das varas de pescar sem aumentar o seu peso; utilizacdo de nanocompdsitos em bolas de
ténis para prevenir que o ar saia com facilidade, através da formacdo de uma barreira
(UNDERSTANDING NANO, 2013).

Nanoparticulas de prata tem propriedades antimicrobianas e por isso possuem
aplicacdo em vestuarios, deixando as roupas frescas e resistentes a odores, e em lengois
e outros tecidos hospitalares a fim de inibir o crescimento bacteriano e evitar infec¢oes
hospitalares. A mesma tecnologia € utilizada em curativos para pequenos cortes, onde
0s ions de prata exercem sua acdo antimicrobiana, ajudando na recuperacao do tecido
lesionado (DELOUISE, 2012).

1.3 NANOBIOTECNOLOGIA
A nanobiotecnologia € uma subdivisdo da nanotecnologia que abrange a

pesquisa, desenvolvimento e aplicagdo de nanomateriais na area biomédica. A

nanobiotecnologia tem potencial para transformar o campo da medicina, porque ela



Introducdo |47

oferece novas oportunidades para compreender marcadores que sdo clinicamente
relevantes, realizar imagens da doenca em seu nivel molecular e utilizar novas
ferramentas para a intervencéo terapéutica (SAHOO; PARVEEN; PANDA, 2007).

1.3.1 Nanomateriais

Varios tipos de nanoparticulas sdo utilizadas na &rea biomédica. Elas sdo
desenhadas de forma que variam em relacdo ao tamanho, forma e material. As
principais nanoparticulas utilizadas na medicina sdao os lipossomos, nanocapsulas,
nanoesferas, dendrimeros, nanotubos de carbono e nanoparticulas magnéticas (HALEY;
FRENKEL, 2008).

Lipossomo

Nanoesfera Nanocapsula Dendrimero

Figura 11. Principais nanomateriais utilizados em nanobiotecnologia (RAMOS-CABRER;
CAMPOS, 2013).

Os lipossomos sdo vesiculas fechadas compostas de bicamada lipidica. O
sistema é bastante versatil e permite o carregamento de drogas lipidicas, carregando-as
entre as camadas lipidicas, e permite também o encapsulamento de drogas
hidrossollveis no interior da vesicula (DEBBAGE; JASCHKE, 2008). A estabilizacdo
dessa estrutura pode ser feita cobrindo-a com polimeros inertes.

Nanocapsulas sdo sistemas vesiculares que exibem uma estrutura do tipo nucleo-

concha (em inglés, core-shell), na qual a droga pode ser confinada em uma cavidade ou
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nucleo central. Esse nucleo é cercado por uma membrana ou cobertura polimérica, a
qual também pode ser modificada para ligacGes de moléculas como anticorpos para o
direcionamento das nanocépsulas. O material carregado dentro do nicleo pode ser
solido, liquido ou gasoso e 0 ambiente dessa cavidade pode ser aquoso ou oleoso,
dependendo do método de preparacdo e dos materiais utilizados (ESTEVANATO et al.,
2012b; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2009).

Nanoesferas sdo estruturas esféricas compostas de um sistema de matriz
polimérica. Podem carregar drogas atraves de encapsulamento, ligacdo ou
aprisionamento da molécula. A superficie da esfera pode ser modificada por polimeros,
ligantes ou anticorpos para fins de direcionamento especifico (CINTRA E SILVA et al.,
2012; ESTEVANATO et al., 2011).

Os dendrimeros sdo estruturas de forma esférica e que sdo regularmente
ramificadas de forma tridimensional. Os dendrimeros possuem uma molécula
multifuncional em seu nucleo central e as unidades de ramificacdo podem emergir por
polimerizag&o a partir do ndcleo central ou podem ser sintetizadas a partir da periferia e
terminar na molécula central. O tamanho dessas ramificacdes tem limitacdes estéricas e,
apesar de possuirem peso molecular pequeno, os dendrimeros possuem alto peso
molecular. Essas nanoestruturas podem ser utilizadas como carreadores de drogas
ligadas em sua superficie ou entremeada no interior da esfera, podendo carregar
moléculas hidrofobicas e também hidrofilicas (DEBBAGE; JASCHKE, 2008).

Os nanotubos de carbono sdo particulas da familia dos fulerenos compostas de
carbono na forma tubular elipsdide. A estrutura pode ter paredes simples ou
multicamadas e &tomos podem ser presos dentro dos tubos e ligantes também podem ser
acoplados em sua superficie.

Por sua vez, nanoparticulas magnéticas sdo as nanoparticulas que possuem um
nacleo magnético. Para serem aplicadas em nanobiotecnologia, elas precisam ser
biocompativeis e isso é alcangado utilizando-se uma cobertura para a nanoparticula
magnética, que pode ser um polimero ou um composto biolégico. A droga pode ser
carregada entremeada na sua cobertura (CARNEIRO et al., 2013) e a sua superficie
pode ser modificada com ligantes para o direcionamento especifico da particula (DA
PAZ et al., 2012) (Figura 12). Mais informacOes sobre as nanoparticulas magnéticas,

objeto deste estudo, sdo fornecidas no item 1.3.3.
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Cobertura polimérica

Fluoréforo ——g
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Figura 12. Esquematizacdo da nanoparticula magnética, sua cobertura e as diversas
possibilidades de ligantes em sua superficie (HU et al., 2011).

1.3.2 Aplicacbes

O campo de aplicacdo da nanobiotecnologia é vasto e a principal utilizacdo dos
materiais nanométricos € na detec¢do, acompanhamento e tratamento de doencas. Por
esse motivo, o termo nanomedicina também tem sido utilizado para se referir ao uso de
materiais e dispositivos em escala hanométrica para o diagndstico e terapia de doencas,
principalmente o cancer (JAIN, 2010).

1.3.2.1 Diagnostico

Em relacdo as aplicacdes diagnosticas, os nanomateriais estdo sendo utilizados
para aperfeicoar o diagnostico molecular através da disponibilidade de novas
ferramentas de deteccdo, de sondas que se ligam a alvos individuais e nanoparticulas
que podem ser utilizadas em exames por imagem.

Nanoparticulas magnéticas, por exemplo, podem ser utilizadas para substituir a
deteccdo por fluorescéncia ou radioatividade dos biochips e microarranjos utilizados
atualmente. Apesar de serem procedimentos altamente sensiveis, o uso de fluorescéncia
ou radioatividade sdo métodos caros e que consomem muito tempo (SAHOO;
PARVEEN; PANDA, 2007) e a substituicdo pelas nanoparticulas magnéticas tornariam
os testes bioldgicos mais rapidos, sensiveis e flexiveis. Neste caso, as nanoparticulas
magnéticas seriam ligadas a anticorpos adequados para reconhecer moléculas, estruturas
ou microrganismos especificos, e elas seriam detectadas através de imunoensaio
magnético, na qual o campo magnético gerado pelo alvo marcado é detectado

diretamente por um magnetdmetro sensivel (JAIN, 2005).
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Nanoparticulas de ouro podem ser marcadas com pequenos segmentos de DNA
complementar e serem usadas para identificar sequéncias genéticas de interesse em uma
determinada amostra. Essa abordagem pode detectar com mais rapidez (cerca de 42 h
antes) um quadro de infeccdo bacteriana sanguinea como a sepse, cuja identificacdo das
cepas de bactérias e 0 padrdo de resisténcia a antibidticos sdo atualmente feitos por
metodologias de cultura microbiana (BUCHAN et al., 2013).

Microarranjos de proteinas sdo bastante utilizados tanto na area farmacéutica,
para o desenvolvimento de drogas, quanto como diagndstico, visto que as proteinas sao
as moléculas mais importantes para se estabelecer o fenotipo bioldgico de uma doenca.
A nanotecnologia também esta atuando nos chips de proteinas, 0s quais estdo sendo
dimensionados em escala nanométrica (nanoarranjos de proteinas) com a vantagem de
permitir a miniaturizacdo dos receptores para a escala dos analitos biologicos. 1sso
ocasiona mudanca nas propriedades fisicas dos receptores e na sua relacdo com o0s
analitos, disponibilizando novas reacdes de triagem diagndstica (LEE et al., 2002).

Os quantum dots, que sdo nanocristais semicondutores luminescentes, também
podem ser aplicados em diagndstico, pois eles permitem a geracdo de um codigo éptico
multicolorido para ser usado nos ensaios bioldgicos (Figura 13). A ideia seria substituir
0s anticorpos conjugados a corantes organicos ou inorganicos (utilizados para detectar
moléculas ou organismos especificos causadores de alguma doenca), ja que 0s quantum
dots suportam mais ciclos de excitacdo e emissdo de luz do que as moléculas organicas
tipicamente utilizadas, as quais se decomp&em mais rapidamente (FAKRUDDIN;
HOSSAIN; AFROZ, 2012; MEDINTZ et al., 2005).

Figura 13. Quantum dots ou pontos quanticos, que sao cristais semicondutores luminescentes
com larga aplicacdo em técnicas de imagem (MADANI et al., 2013).

No diagnostico oncoldgico, as técnicas de imagem mais utilizadas como
ferramenta para detectar o cancer sdo a ressonancia magnética (RM) e a tomografia
computadorizada (TC). A imagem por RM ¢ utilizada clinicamente para visualizar a

estrutura e funcdo em todo o corpo, oferecendo um excelente contraste entre os tecidos
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moles do organismo (CHO et al., 2010). Nanoparticulas de 6xido de ferro, devido ao
seu elevado momento magnético, sdo capazes de distorcer as caracteristicas magnéticas
locais dos tecidos, obtendo uma melhoria no contraste da imagem (SANTHOSH,;
ULRIH, 2013), e por isso, vem sendo largamente utilizadas como meio de contraste em
imagem por RM.

A TC utiliza raios x para criar imagens tridimensionais e 0 contraste entre o0s
diferentes tecidos vem da diferenca de atenuacdo dos raios X no corpo. Esta é eficiente
no 0sso, mas ndo nos tecidos moles, o que faz com que os tecidos moles necessitem de
um agente de contraste para ajudar na atenuacéo dos raios x e melhorar sua visualizacdo
(KALENDER, 2006). Atualmente, a TC é a modalidade de imagem mais utilizada nos
hospitais e centros de diagndstico em termos de disponibilidade, eficiéncia e custo
(HUANG, H. et al., 2011). Os meios de contraste predominantemente utilizados sdo
moléculas contendo iodo, as quais sdo muito efetivas em absorver raios X. No entanto,
sdo moléculas de alvos ndo especificos, uma vez que ndo podem ser conjugadas a
muitos componentes bioldgicos e marcadores tumorais, além de permitirem somente
imagens em tempos muito curtos, ja que sdo eliminadas rapidamente da corrente
sanguinea pelos rins. Por esse motivo, a nanotecnologia também tem atuado nesta area
de diagndstico por imagem e algumas nanoestruturas experimentais tém sido testadas
como agentes de contraste para TC (BONITATIBUS et al., 2010; NARAYANAN et al.,
2012; POPOVTZER et al.,, 2008). Essas nanoestruturas, que incluem dendrimeros,
nanoparticulas e moléculas iodadas dentro de lipossomos, precisam ter alta densidade de
atomos pesados e uma cobertura compativel para terem a aplicacdo biomédica
(GALPERIN et al., 2007; SAMEI et al., 2009). Alem dos materiais nanométricos
permitirem a conjugacdo de moléculas alvo em sua superficie, eles geralmente s&o
formulados de modo que possuam meia-vida vascular mais longa que os meios de
contraste normalmente utilizados, permitindo que 0s nanoagentes de contraste sejam
monitorados por um tempo maior, e sem toxicidade, ap0s serem entregues ao organismo
(RABIN et al., 2006).

Atualmente, esta disponivel em laboratério a técnica de nanotomografia
computadorizada, que permite o estudo de nanocompostos em imagens com resolugéo
espacial da ordem de centenas de nanémetros (BRUKER, 2013). Além disso,
instrumentos de microtomografia computadorizada (microTC) também foram
desenvolvidos para uso in vivo e com alta resolucdo. Por ter alta resolugéo, a microTC

pode permitir a visualizagdo de materiais nanoestruturados em pequenos animais de
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laboratdrio, 0 que gera oportunidades de ensaios de caracterizacdo e estudos pre-clinicos
de nanoemulsGes para serem utilizadas como novos meios de contraste (HALLOUARD
et al., 2013; SAMEI et al., 2009; WANG et al., 2011). A microTC também ¢€ utilizada
como ferramenta para se investigar alteracdes na estrutura morfologica dos 0ssos, por
exemplo, induzidas pelo cancer de prostata (Bl et al., 2013) e ja foi utilizada também
para visualizar a migracdo de células troncos marcadas com nanoparticulas magnéticas
(TORRENTE et al., 2006).

Outro ganho da nanotecnologia em diagnostico por imagem foi permitir a
imagem em multimodalidade devido a capacidade das nanoparticulas de serem
multifuncionais (CHENG et al., 2012; XIAO et al., 2012). Se nanoparticulas de éxido
de ferro superparamagnéticas (SPION, do inglés superparamagnetic iron oxide
nanoparticles) forem conjugadas a alguma molécula fluorescente, por exemplo, esta
nanoparticula poderd ser visualizada tanto por RM quanto por microscopia de
fluorescéncia oOptica (YEN et al., 2013). Do mesmo modo, nanoparticulas poliméricas
funcionalizadas com SPION e ligantes que incorporem um tracador radioativo podem
ser visiveis em técnicas de imagem multimodalidade, como a RM e tomografia
computadorizada de emissdo de féton Unico (SPECT, em inglés) (BARREFELT et al.,
2013). A grande vantagem desse tipo de imagem multimodalidade é que ela permite ndo
sO a visualizagdo dos sitios anatdmicos, mas também pode fornecer dados funcionais a
partir das diferentes técnicas utilizadas. Outra vantagem é poder diminuir o namero de
animais de laboratorio utilizados em pesquisa cientifica, ao mesmo tempo em que reduz
0 tempo e os custos da pesquisa (BARREFELT et al., 2013).

1.3.2.2 Tratamento

As principais aplicagdes terapéuticas dos nanomateriais referem-se aos sistemas
de entrega de drogas, cuja terapia carregada pode ser quimioterapia (BISHT; MAITRA,
2009; REN et al., 2012), radiac&o, terapia génica ou antigenos para vacinacdo. Diversos
nanomateriais ja foram desenvolvidos como sistemas de entrega de drogas com alvos
seletivos e com entrega controlada.

A primeira grande vantagem dos sistemas de entrega de drogas nanoformuladas
¢ poder levar a medicacdo ao seu sitio alvo de maneira mais eficaz, seja por
direcionamento ativo, quando moléculas sdo conjugadas na superficie das

nanoparticulas permitindo a selecdo especifica de um alvo, seja por carreamento
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passivo, se a finalidade for tratar um cancer. Se o alvo das nanoparticulas for um tumor,
elas podem ser levadas passivamente a ele devido ao efeito da retencdo e
permeabilidade aumentada, conhecido como efeito EPR (do inglés, enhanced
permeability and retention), que faz com que as particulas se acumulem
preferencialmente no tumor (BISHT; MAITRA, 2009). Esse acimulo preferencial na
massa tumoral acontece principalmente por dois motivos: [1] os tumores que estdo em
crescimento produzem fatores de crescimento endotelial vascular (VEGF) que
promovem a angiogénese e, portanto, permitem o acesso das nanoparticulas ao tumor. A
vasculatura tumoral é mais fraca que a vasculatura normal e seus vasos sanguineos
apresentam grandes poros formados entre as células endoteliais, 0 que permite a
liberacdo de nanoparticulas circulantes no intersticio tumoral; e [2] a maioria dos
tumores ndo possui um sistema de drenagem linfatica efetivo, levando ao subsequente
acimulo das nanoparticulas que foram liberadas naquela regido (CORCHERO;
VILLAVERDE, 2009; MAEDA; NAKAMURA; FANG, 2013). Desta forma, o
carreamento passivo de nanomateriais ocorre devido & neovasculatura altamente

permedavel e ao sistema linfatico ineficiente associado aos tumores (Figura 14).

Sistema linfatico

( Tecido normal )

o
Pequenas Nanoparticulas G—
2 @ e Corrente sanguinea
moJegglas o (D ° g

| X @eD @D @D | | @=D
TS ST Qs | |
s::e@s@@ @:5o &) | Tecido tumoral ]
POPNPO®;"
vTro®e O%e

Figura 14. Esquema do efeito EPR (retencdo e permeabilidade aumentada) que permite a
entrega passiva de nanoparticulas diretamente ao tumor.

Devido a essa maior especificidade de entrega da droga, evita-se as
consequéncias da biodistribuicdo sistémica da medicacdo, que pode provocar toxicidade

em tecidos ndo-alvo, ocorréncia de maior metabolismo e excrecdo do medicamento,
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dificultando, assim, a manutencdo da concentracdo do medicamento dentro da janela
terapéutica. Tudo isso, além de causar possiveis efeitos adversos, pode reduzir a eficacia
da terapia.

Outra grande vantagem dos nanossistemas é em relacdo a entrega de drogas
pouco sollveis, pois essas substancias podem ser encapsuladas dentro de lipossomos ou
adsorvidas em nanoparticulas magnéticas e, assim, serem entregues ao alvo (WANG;
CHUI; HO, 2011; YANG et al, 2012). Medicamentos que possuem baixa
biodisponibilidade ao serem aplicados por via oral, por exemplo, também podem ser
reformulados utilizando nanoparticulas a fim de aumentar sua eficacia (HU;
JOHNSTON; WILLIAMS, 2004). Essas formulagdes protegem as drogas suscetiveis a
degradacédo ou desnaturacdo em regides com pH severo, ou ainda prolongam a duragéo
da exposicdo de uma droga aumentando a retencdo da formulacéo através de bioadeséo.

Uma outra vantagem dos nanocarreadores € permitir a liberacdo da medicacéo
de forma controlada. Algumas formulagGes foram desenvolvidas de modo a liberar a
droga somente quando moléculas especificas estiverem presentes ou quando algum
ativador externo for acionado (como, por exemplo, calor por infravermelho),
permitindo, deste modo, uma entrega controlada e diferencial. Sdo esses fatores que
melhoram a estabilidade, absorcéo e a concentracdo terapéutica da droga no seu tecido
alvo, permitindo a reducgédo da dosagem total ou a frequéncia de administracéo da droga,
proporcionando maior conforto ao paciente, j& que pode diminuir alguns efeitos
adversos da medicacéo.

Ainda citando aplicacdes terapéuticas da nanobiotecnologia, muito tem sido
explorado em relacdo a entrega de genes. A terapia génica € um método de tratamento
ou prevencdo de desordens genéticas através da correcdo dos genes defeituosos
responsaveis pelo desenvolvimento da doenca. No campo da nanobiotecnologia, a
entrega de genes reparados pode ser feita utilizando-se lipossomos, nanoparticulas
(CORCHERO; VILLAVERDE, 2009) e dendrimeros. Os lipossomos sdo muito
utilizados porque, devido a sua composi¢do de bicamada lipidica, eles atravessam
facilmente as membranas celulares para atingir o alvo. Neste caso, 0s nanomateriais
vieram para melhorar algumas dificuldades atuais, como a chance de um virus
modificado reverter para sua forma selvagem e a potencial imunogenicidade dos vetores
virais.

A nanotecnologia também tem sido bastante aplicada na area de cardiologia,

com o desenvolvimento de ferramentas que podem ajudar em diagndstico, imagem e
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engenharia de tecidos. Alguns dispositivos em nanoescala estdo sendo utilizados como
sensores capazes de monitorar sinais em resposta a eventos cardiacos ou inflamatdrios.
Algumas moléculas desenvolvidas para funcionar como motores moleculares s&o
capazes de imitar ou incorporar sistemas bioldgicos em escala molecular e podem ser
utilizadas para o tratamento de doencas cardiovasculares. Um exemplo de nanoméaquina
foi desenvolvida para diminuir a chance de ataque cardiaco em pessoas que precisam de
intervencdo coronaria percutanea. Ela tem sensores que se ligam a um receptor e tem
efetores que blogueiam esse receptor por impedimento alostérico. Esse receptor fica
entdo impedido de se ligar ao fibrinogénio e a nanomaquina que tem anticorpo muda o
comportamento das plaquetas, impedindo agregacdo e ativacdo plaquetaria (KONG;
GOLDSCHMIDT-CLERMONT, 2005).

Na ortopedia, a nanotecnologia vem oferecendo materiais compativeis e com
caracteristicas desejaveis para um bom implante, melhorando a qualidade de vida dos
pacientes que sofrem com fraturas 6sseas debilitantes. Alguns nanomateriais como
nanopolimeros, nanofibras de carbono e nanocompoésitos de ceramica, podem ajudar
com uma deposicdo mais eficiente de minerais contendo célcio nos implantes,
melhorando a unido do implante com o o0sso e diminuindo as falhas dos implantes
(SAHOO; PARVEEN; PANDA, 2007).

Na oncologia, o uso de nanobiotecnologia para 0 manejo do cancer é sem davida
0 capitulo mais importante da nanomedicina. A maioria das aplicacdes descritas
anteriormente pode ser empregada para o diagnostico e tratamento desta doenga. De um
modo geral, a nanobiotecnologia foi capaz de refinar e estender os limites para o
diagnostico molecular do céncer, melhorar a descoberta de biomarcadores, permitir a
entrega de terapias de modo a aumentar a eficacia e diminuir os efeitos adversos através
da reducéo das doses administradas e melhorar a detec¢do de tumores por RM (JAIN,
2010).

1.3.3 Nanoparticulas magnéticas e magnetohipertermia

As nanoparticulas magnéticas (NPM) apresentam uma variedade de atributos
que as tornam muito interessantes para a aplicacdo biomédica, como por exemplo,
manipulacdo das nanoparticulas com o auxilio de um campo magnético externo
(ALEXIOU et al., 2007), possibilidade de se usar estratégias passiva e ativa para a
entrega de drogas (COLE; YANG; DAVID, 2011), habilidade de visualizacdo em
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técnicas de imagem (YANG et al, 2009), elevada interiorizagdo pelo tecido alvo
resultando em um tratamento efetivo com dose otimizada, facil manipulagcdo de seu
tamanho durante sua preparacdo (SANTHOSH; ULRIH, 2013) e facil preparacdo em
larga escala (DAS et al., 2010). Por isso, as NPM estdo entre os nanomateriais mais
utilizados em diagnostico e tratamento de doencas.

Para possuirem aplicabilidade na area médica, como citado anteriormente, as
NPM necessitam ser recobertas com substancias que as tornem biocompativeis, estaveis
e ndo toxicas no meio fisiologico. Sabe-se que diferentes coberturas das NPM podem
levar a diferencas na sua nanotoxicidade e na interiorizacdo pelas células (BARBOSA,
2004; ESTEVANATO et al., 2012a; LACAVA et al., 2002; MARTINEZ-BOUBETA et
al., 2010; MONGES-FUENTES, 2009; PORTILHO, 2007; VILLANUEVA et al,
2009). Dependendo da cobertura, da via de administracdo e do tamanho das NPM, elas
podem se associar com componentes extracelulares ou com a membrana celular,
influenciando na sua biodistribuicdo pelo organismo (ROOHI et al, 2012;
WILCZEWSKA et al., 2012). Hoff e colaboradores (2013) mostraram que quanto
menor o tamanho de SPION maior a permeabilidade de passarem por um modelo de
barreira hematoencefalica, o que sugere que as NPM possuem capacidade de atravessar
essa barreira, fato também observado em relacdo a nanocapsulas magnéticas de
albumina (CINTRA E SILVA et al., 2012).

De acordo com suas propriedades magnéticas, as NPM podem ser divididas em
metais puros (como cobalto, niquel, manganés e ferro), ligas e 6xidos metalicos. No
entanto, para aplicacdes biomédicas, a escolha do material fica mais restrita, pois muitos
sdo tdxicos ou ainda ndo foram testados quanto a sua toxicidade para 0 organismo
(HOFMANN-AMTENBRINK; HOFMANN; MONTET, 2010). As NPM de 6xido de
ferro (magnetita e maghemita) sdo as Unicas que possuem o uso aprovado pela agéncia
americana FDA e, portanto, estdo entre as mais utilizadas na area da medicina e
biotecnologia (COLE; YANG; DAVID, 2011; XU; SUN, 2009). Além disso, outras
caracteristicas as tornam favoraveis ao uso biomédico: possuem um método de facil
preparo através da co-precipitacao alcalina de Fe*? e Fe*™, possuem estabilidade quimica
em condic@es fisiologicas e apresentam possibilidade de modificacdo quimica atraves
da cobertura de seu nucleo de ferro com varios compostos biocompativeis.
Adicionalmente, sabe-se que os 0xidos de ferro ocorrem naturalmente no organismo, no
coragdo, baco e figado, o que indica que esses compostos ndo sdo toxicos. Apds a

degradacdo das nanoparticulas no organismo, os ions de ferro liberados ndo aumentam
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muito a quantidade de ferro nativo do corpo, sendo incorporados na hemoglobina dos
eritrécitos e sendo degradados no ciclo normal de reciclagem de ferro no organismo
(SCHLACHTER et al., 2011).

As NPM sédo geralmente utilizadas na forma de fluidos magnéticos. Fluidos
magnéticos sdo suspensdes coloidais estaveis compostas de NPM dispersas em liquidos
carreadores organicos ou inorganicos (ROSENWEIG, 1985). Os fluidos magnéticos
exibem um novo comportamento magnético, chamado superparamagnetismo, que nao é
observado em nenhum outro material em escala macroscopica. Esse comportamento se
assemelha ao paramagnetismo, no qual materiais paramagnéticos se orientam na mesma
direcdo de um campo magnético externo aplicado e seu magnetismo ndo permanece
apos a remocdo deste campo. A diferenca é que enquanto 0s materiais paramagnéticos
possuem pequena susceptibilidade magnetica, os fluidos superparamagnéticos
apresentam uma magnetizacdo muito maior, mesmo quando submetidos a um pequeno
campo magnético (HOFMANN-AMTENBRINK; HOFMANN; MONTET, 2010;
ROSENWEIG, 1985; SANTHOSH; ULRIH, 2013). Devido a esse fenbémeno, a
principal aplicacdo biomédica dos fluidos magnéticos é na terapia antitumoral utilizando
a magnetohipertermia.

Magnetohipertermia é a elevacdo da temperatura provocada pelas NPM que
respondem a um campo magnético de frequéncia alternada (CHATTERJEE;
DIAGARADJANE; KRISHNAN, 2011). Quando as NPM sdo submetidas a este
campo, seus dominios magnéticos se alinham com o campo aplicado e uma vez que esse
campo possui frequéncia alternada, os dominios do material também se alternam com o
campo. A constante mudanca de orientacdo faz com que as nanoparticulas dissipem
energia na forma de calor, gerando assim 0 aquecimento necessario ao tratamento do
tumor (LAURENT et al., 2011).
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Figura 15. Magnetohipertermia no tumor gerada pelo uso de nanoparticulas magnéticas (NPM)
quando submetidas a um campo magnético de frequéncia alternada (CMA) (COLE; YANG;
DAVID, 2011).

Diversos trabalhos mostram o sucesso da aplicacdo de NPM para o tratamento
de tumores experimentais (DU et al., 2009; ESTEVANATO, 2012; HOU et al., 2009;
ITO et al., 2003a; PORTILHO, 2011; REN et al., 2012; WANG; SONG; ZHANG,
2009) e alguns deles apresentaram a remissdo completa da massa tumoral (ITO et al.,
2003b; YANASE et al., 1998a; 1998b). O melanoma também € alvo de muitos estudos
de magnetohipertermia (BALIVADA et al., 2010; RACHAKATLA et al., 2010;
SUZUKI et al., 2003).

O grande avanco e a principal vantagem da utilizagio de NPM para o
diagndstico e tratamento do cancer referem-se a multifuncionalidade dessas estruturas.

Além de poderem atuar como meios de contraste em exames de imagem e
permitir aplicacfes diagnosticas e de acompanhamento da doenca, as NPM podem atuar
no tratamento do cancer utilizando a magnetohipertermia e também atuar como sistemas
carreadores de drogas para levar uma terapia adicional aos tumores. As NPM podem ser

direcionadas ativamente para a massa tumoral, tanto pela ligacdo de anticorpos ou
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moléculas especificas em sua superficie que permitem a interacdo com as células
tumorais, como pelo direcionamento das nanoparticulas utilizando um campo

magnético externo (ALEXIOU et al., 2007).

Ligante para
Direcionamento _ /

T

e

-
-

1

1
Clprraars
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Poros nos
vasos

Células Tumorais

Figura 16. Entrega das nanoparticulas magnéticas ao tumor (A) passivamente devido ao efeito

EPR, (B) ativamente devido ao direcionamento por ligantes em sua superficie, ou (C) pela
aplicacdo de um campo magnético externo direcionador (COLE; YANG; DAVID, 2011).

1.4 COMPOSTOS DE SELENIO NO TRATAMENTO E PREVENCAO

DO CANCER
Diversos agentes gquimioterapicos ou novas drogas vém sendo utilizadas para

serem entregues diretamente ao tumor. Novos compostos estdo sendo estudados e
testados, e substancias a base de selénio vem apresentando resultados promissores para

o tratamento do cancer.

O selénio é um oligoelemento (elemento-traco) encontrado em carnes, peixes,
vegetais, graos e leite e € um cofator essencial da enzima antioxidante glutationa

peroxidase. A protecdo contra danos oxidativos é importante para manter a homeostase
do organismo e essa protecdo é principalmente relevante para a pele, uma vez que a
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exposicdo a luz ultravioleta exerce efeitos bioldgicos adversos na pele e parte desses
efeitos ocorre devido a geracdo de espécies reativas de oxigénio e radicais livres
(JENSEN; WING; DELLAVALLE, 2010).

A associacdo dos niveis de selénio com a incidéncia do cancer € muito
controversa na literatura. Enquanto alguns estudos mostram associacdo da deficiéncia
de selénio com o céncer, outros mostram que o status desse elemento néo tem relagédo
com a neoplasia. Diversos trabalhos ja mostraram que pequenas quantidades de selénio
adicionadas na alimentacdo reduzem o risco do aparecimento de tumores em 0Orgaos
como a prostata, colon, reto, estdmago, figado e pulmdo (GROMADZINSKA et al.,
2008; WHANGER, 2004), mas o fato é que a sensibilidade em relacdo a prevencdo do
cancer pelo selénio varia de tumor para tumor.

No caso do melanoma, essa prevencao € ainda um pouco discutida. Hercberg e
colaboradores (2007) mostraram que a suplementacdo com antioxidantes, incluindo o
selénio, aumentou o risco de cancer de pele em mulheres, mas ndo em homens. Ja o
grupo de Asgari publicou em 2009 um artigo contradizendo o estudo de Hercberg,
mostrando que a ingestdo de antioxidantes ndo aumenta o risco de melanoma. Em 2010,
nova publicacdo mostrou que terminado o periodo de suplementacdo alimentar com
antioxidantes, homens e mulheres foram acompanhados por um periodo de cinco anos e
ndo foi possivel observar aumento da incidéncia de melanoma em ambos 0s sexos, mas
também ndo foi observado nenhum efeito protetor contra o cancer (EZZEDINE et al.,
2010).

Em relacdo ao tratamento do tumor de pele, as pesquisas sdo mais consistentes.
Estudos in vitro mostraram que o selénio causa apoptose de uma maneira dose-
dependente nas linhagens celulares de melanoma humano A375 (CHEN et al., 2008) e
SK-MEL-28 (JARIWALLA; GANGAPURKAR; NAKAMURA, 2009). Outro
importante estudo demonstrou diminuicdo significativa de metastases pulmonares em
camundongos portando melanoma quando estes foram submetidos ao tratamento com
selénio (SONG et al., 2009).

Ainda ndo se sabe 0 exato mecanismo de agdo do selénio, mas tem sido proposto
que ele exerce sua acao antitumorigénica por meio da inibi¢cdo do crescimento celular
pela regulacdo de p53, danos no DNA e apoptose, sendo este ultimo 0 mecanismo mais
aceito na literatura (FAIRWEATHER-TAIT et al., 2011; GROMADZINSKA et al.,
2008). Compostos que contém selénio no seu nivel de oxidacdo +4 (selenito) possuem

elevada atividade como um sequestrador de radicais livres e, consequentemente, como
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SUCHOCKI et al., 2007).

1.4. 1 Selol

(RAHDEN-STARON; SUCHOCKI;
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CZECZOT, 2010;

O Selol € um composto orgénico sintetizado a partir de selenitotriglicerideos de

6leo de girassol, os quais possuem selénio tetravalente (+4) (Figura 17).
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Figura 17. Estrutura do Selol (SUCHOCKI et al., 2007).

Suchocki e colaboradores (2007) mostraram que o Selol tornou sensiveis células

leucémicas resistentes a quimioterapicos, indicando que este composto poderia ser

utilizado como agente quimiosensibilizador no tratamento do céncer. Outro dado

importante da atividade antitumoral do Selol vem de estudos do nosso grupo de

pesquisa, que mostraram, recentemente, que células de adenocarcinoma mamario foram

mais afetadas do que celulas de mama normal quando ambas foram tratadas com

nanocapsulas magnéticas contendo Selol, na auséncia e presenca de campo magnético
alternado (ESTEVANATO et al., 2012b). Outro trabalho realizado com nanocépsulas

magnéticas contendo Selol também mostrou queda de viabilidade em linhagens

celulares de melanoma e de carcinoma oral de células escamosas quando foram tratadas

com o nanocomposto de Selol e submetidas a um campo magnético de frequéncia
alternada (FALQUEIRO et al., 2012).
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Uma vantagem da utilizacdo do Selol como substancia antitumoral é que ele
possui toxicidade extremamente baixa, uma vez que ndo foi possivel estabelecer a DL50
por via subcutanea (sc) ou intraperitoneal (ip) em ratos, mesmo injetando Selol em
concentracdes de até 500 mg/kg sc e 100 mg/kg ip (JASTRZEBSKI et al., 1995). Além
disso, dados recentes de ensaios de mutagenicidade utilizando a cepa bacteriana
Salmonella typhimurium mostraram que o Selol ndo € um composto mutagénico
(RAHDEN-STARON; SUCHOCKI; CZECZOT, 2010).

Os trabalhos gque investigam o Selol como agente antitumoral vém crescendo nos
ultimos anos e mais recentemente foi publicado por Ksiazek e colaboradores (2013) um
estudo de expressdo génica em células normais e malignas de prostata, realizados em
um painel contendo 84 genes envolvidos no estresse oxidativo e na defesa antioxidante.
Os resultados mostraram as células de cancer de préstata sob a influéncia de Selol
exibiram menor potencial de defesa antioxidante quando comparadas com as células
normais nas mesmas condic¢des. Resultados complementares indicaram que o Selol
causou a diminuigdo da expressdo de varios genes vitais nas células de cancer prostatico
(KSIAZEK et al., 2013).

Neste contexto, o presente trabalho associou Selol a nanoparticulas de magnetita
com a finalidade de potencializar o efeito antitumoral das nanoparticulas magnéticas

quando utilizadas para o tratamento do melanoma murino com magnetohipertermia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Investigar os efeitos bioldgicos e potenciais aplicacdes de um novo material

nanoestruturado constituido de nanoparticulas de magnetita e Selol.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar o fluido magnético contendo Selol (FMS) em relacdo ao tamanho e

morfologia das nanoparticulas;

Avaliar a estabilidade de FMS ao longo de 48 meses;

Avaliar a toxicidade in vitro de diferentes concentracbes de FMS por meio da

analise de viabilidade de células de melanoma;

Analisar in vitro o processo de interiorizacdo e reten¢do das nanoparticulas de

FMS pelas células tumorais;

Avaliar o potencial da amostra FMS em promover contraste em imagens de

microtomografia computadorizada (microTC);

Avaliar a distribuig&o intratumoral da amostra FMS e a sua reten¢do no melanoma

dos animais por meio de microTC;

Analisar in vivo a biocompatibilidade do FMS por meio de hemograma e ensaios
bioquimicos, assim como de analises histologicas de diferentes 6rgdos dos

animais;

Verificar o potencial de aquecimento da amostra FMS durante exposi¢cdo a campo

magnético de frequéncia alternada;
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9) Realizar a magnetohipertermia nos animais administrados com FMS e analisar a
eficacia desse procedimento em regredir o melanoma induzido nos animais ou de

promover melhoras clinicas nos camundongos portadores de tumor.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 FLUIDOS MAGNETICOS FMS E FM

3.1.1 Preparo das amostras

Fluidos magnéticos compostos de nanoparticulas de magnetita (FesOy)
recobertas com bicamada de acido laurico foram preparados por Fernando Cruvinel
Damasceno, sob orientacdo da Profa. Dra. Emilia Celma de Oliveira Lima, do Instituto
de Quimica da Universidade Federal de Goiés (UFG) - GO.

Resumidamente, as nanoparticulas de magnetita foram obtidas a partir da co-
precipitacdo dos fons Fe** e Fe* (0,1 e 0,05 mol/L, respectivamente) em meio alcalino
(solucdo aquosa de hidroxido de sodio 1,6 mol/L). O precipitado negro de magnetita
formado foi lavado diversas vezes com agua e foi coletado com o auxilio de um ima.
Para a funcionalizacdo com a bicamada de &cido laurico, 18 g do precipitado foram
dissolvidos em 90 mL de agua e aquecido a 75-80°C. Acido laurico (3 g) foi adicionado
lentamente sob agitacdo continua, 0 que causou a dispersdo espontanea das
nanoparticulas no meio aquoso. A suspensao foi resfriada a temperatura ambiente e
filtrada para remover o excesso de acido laurico. A solucdo foi dializada contra agua
deionizada, o pH foi ajustado para 7.0 — 7.2, produzindo uma amostra denominada FM.

Para preparar a amostra FMS, 0,3 g de Selol dissolvidos em 3 mL de
dimetilsuféxido (DMSOQ) foram adicionados a 70 mL da amostra FM e mantida sobre
agitacdo por 48 h. A suspensdo foi esterilizada utilizando uma membrana de 0,22 um e
a amostra foi denominada FMS. O Selol (5% de selénio) foi fornecido por
pesquisadores da Universidade Médica de Varsovia, na Polonia (JASTRZEBSKI et al.,
1995).

O grupo da profa. Emilia Lima realizou a caracterizacao dos fluidos FMS e FM
quanto ao diametro fisico utilizando a técnica de difracdo de raios x, didmetro
hidrodinamico pela técnica de espalhamento de luz dinamico e potencial zeta. A
quantidade de ferro das amostras foi determinada pela técnica de absor¢do atémica e
para a amostra FMS também foi feita a dosagem da quantidade de selénio pela técnica
de Espectroscopia de Emissdo Atdémica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-

AES) e, assim, estimada a quantidade de Selol.
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As amostras FM e FMS foram armazenadas a 4°C e trazidas a temperatura

ambiente antes da realizacdo de cada experimento.

3.1.2 Caracterizacdo do tamanho das nanoparticulas por Microscopia

Eletronica de Transmissao

O diametro fisico e a morfologia das nanoparticulas foram determinados por
microscopia eletronica de transmissdo (MET).

Os fluidos magnéticos FMS e FM foram diluidos em agua milli-Q na proporc¢éo
1:400 e 3 pL dessa diluigéo foram colocados sobre telas de cobre cobertas com Formvar
0,5%. Apds a secagem dessa solucdo na tela, foi feita uma fixagdo e contrastacdo com
vapor de tetroxido de 6smio 1% durante 20 minutos. As telas de cobre foram analisadas
no microscopio eletrdnico (JEOL JEM 1011) do Laboratério de Microscopia Eletronica
do Departamento de Biologia Celular da Universidade de Brasilia. As imagens foram
adquiridas em diferentes campos e os didmetros de 300 nanoparticulas foram medidos
com o auxilio do software Image-Pro Plus versdo 5.1. Os histogramas de distribuicéo de
tamanho das nanoparticulas foram construidos e as curvas de distribui¢cdo normal foram

ajustadas utilizando o programa GraphPad Prism verséo 5.0.

3.1.3 Caracterizacdo do tamanho e potencial zeta das nanoparticulas no

instrumento Zetasizer

A distribuicdo do didmetro hidrodinamico e o potencial zeta das nanoparticulas
foram analisados ao longo do tempo utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments).

A medida do tamanho foi feita pela técnica de espalhamento de luz dindmico e o
potencial zeta foi o parametro escolhido para avaliar a estabilidade da disperséo
coloidal. O potencial zeta é o potencial elétrico existente entre a superficie da particula e
o liquido dispersante no plano de cisalhamento, e esse valor ajuda a compreender 0s
processos de dispersdo e agregacao das nanoparticulas. Assim, o potencial zeta fornece
ndo s6 a carga elétrica superficial dos materiais nanoparticulados, mas também sua
magnitude da uma indicacéo da estabilidade do sistema coloidal.

Para a caracterizagdo do tamanho e estabilidade, solu¢tes de FMS e FM foram
preparadas na diluicdo 1:100 em &gua milli-Q e todas as medidas foram feitas em



Materiais e Métodos |67

triplicata e nas temperaturas de 25 e 37°C. Os dados foram coletados em 24, 36 e 48

meses apds o preparo das nanoparticulas.

3.1.4 Aquecimento dos fluidos magnéticos no campo magnético alternado

Para testar 0 aquecimento das nanoparticulas magnéticas submetidas a um
campo magnético de frequéncia alternada (CMA), aliquotas de 1 mL das amostras FMS
e FM foram colocadas em microtubos e estes foram posicionados no centro da bobina

do equipamento que gera CMA (MagneTherm, NanoTherics) (Figura 18).

Figura 18. Equipamento gerador de campo magnético de frequéncia alternada (MagneTherm,
NanoTherics). A esquerda, osciloscdpio; ao centro, a bobina geradora do campo magnético; e a
direita, a fonte de tenséo.

Para este experimento foi utilizada onda quadrada, bobina de 17 voltas e os
diferentes conjuntos de capacitores utilizados permitiu testar cinco diferentes
frequéncias do CMA: 110, 165, 330, 467 e 624 kHz. A operacdo do equipamento, assim
como os ajustes de voltagem e amperagem realizados na fonte e no osciloscopio,
seguiram as instrucdes contidas no manual do instrumento. Em cada frequéncia testada,
o0s tubos foram incubados por 30 minutos e a temperatura foi registrada a cada minuto
usando o termémetro digital MT 525 (Minipa). Aliquotas de 1 mL de &gua também
foram testadas para o aquecimento, sendo utilizadas como controle negativo. Imagens
termograficas capturadas utilizando-se uma camera infravermelha (FLIR InfraCAM,
FLIR Systems) foram obtidas de todas as amostras nos tubos no momento antes e
imediatamente apos sairem do CMA. Antes da aquisicdo das fotos, a camera foi

calibrada manualmente de modo a fornecer a mesma escala de temperatura, a fim de
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permitir a comparacao entre as diferentes amostras em uma mesma condi¢do ou entre
diferentes frequéncias de uma mesma amostra.

Aliquotas com volumes menores (25, 50, 100, 120, 140 e 160 uL) do fluido
FMS também foram testadas para avaliar a quantidade minima necessaria para 0
aquecimento adequado para a realizacdo da magnetohipertermia, utilizando a condicédo
de 330 kHz, onda quadrada e bobina de 17 voltas. As aliquotas foram deixadas no

equipamento por 30 minutos e as temperaturas foram medidas a cada minuto.
3.1.5 Microtomografia computadorizada
Os experimentos de microtomografia computadorizada (microTC) in vitro e in

vivo (item 3.3.5) foram realizados no microtomdgrafo SkyScan 1076 (SkyScan) (Figura
19).

SKYSCAN

Figura 19. Equipamento de microtomografia computadorizada, modelo 1076 (SkyScan).

Para os experimentos in vitro, aliquotas de FMS, FM, Selol, contraste iodado e
agua foram colocadas em microtubos e estes foram inseridos dentro de tubos do tipo
Falcon contendo &gua. Os tubos foram escaneados utilizando-se 0s seguintes
parametros: 50 kV, 180 pA, filtro de Al 0,5 mm, 100 ms de exposigéo, e tamanho do
pixel de 35 um. As reconstrucdes das imagens foram feitas utilizando-se os parametros

mais adequados de smoothing, correcdo de artefatos de anel, e correcdo de beam-



Materiais e Métodos |69

hardening. Para efeitos comparativos, os parametros de aquisicdo e reconstrucdo foram
Iguais para todas as amostras.

As anélises foram feitas no software CT-Analyser da SkyScan, versdo 1.11.4.2.
A quantificacdo da atenuacdo de raios x por Unidades de Hounsfield (HU) foi feita
através de uma calibracdo de densidade utilizando-se agua como o padrdo e seguindo o

protocolo fornecido pelo equipamento.

3.2 EXPERIMENTOS IN VITRO

3.2.1 Linhagem celular de melanoma B16-F10

Para os experimentos in vitro, foi utilizada a linhagem celular B16-F10 de
melanoma murino (ATCC® CRL-6475™).

As células foram rotineiramente mantidas em frascos de cultura celular de 75
cm? em meio de cultura RPMI-1640 (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal
bovino inativado (Gibco), 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina
(Gibco). As células foram mantidas em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO..
Quando atingiam 80 a 90% de confluéncia nos frascos de cultura (a cada 2 ou 3 dias), as
celulas eram soltas do fundo do frasco por adi¢do de 0,25% de tripsina (Gibco) por 5

minutos e posteriormente centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos.

3.2.2 Viabilidade celular por MTT

A avaliacdo da citotoxicidade induzida pelos fluidos magnéticos sobre as células
de melanoma foi feita pelo método de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide), que & um ensaio que mede a viabilidade das células
através da quantificacdo da reducdo do reagente MTT em um composto roxo, conhecido
como formazan. Esta reducdo é feita por desidrogenases mitocondriais de células que
estdo metabolicamente ativas, portanto, a quantificagdo dos cristais de formazan fornece
o percentual de células viaveis.

Para este ensaio, 2x10° células B16-F10 foram plaqueadas em placas de 96
pocos. A quantificacdo das células foi realizada por meio de contagem direta em camara
de Neubauer, utilizando o corante Azul de Tripan 0,4% (Sigma). Apds 24 horas do

plagueamento, as células foram incubadas com meio de cultura contendo FMS e FM em
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diferentes concentracdes (150; 75; 37,5; 18; 9 e 4,5 ug Fe/mL de meio de cultura) por
24 e 48 horas. Como controle positivo de citotoxicidade as células foram incubadas com
DMSO 5% e como controle negativo elas ndo foram submetidas a nenhum tratamento e
foram incubadas somente com meio de cultura. Apos 24 e 48 horas, 0 meio de cultura
contendo FMS, FM ou DMSO foi retirado e adicionou-se meio de cultura contendo
MTT (5 mg/mL, Invitrogen) na propor¢do 1:10. Essa solucdo foi deixada em contato
com as células por 2 horas em estufa a 37°C e atmosfera de 5% de CO,. Apos a
incubacdo, o0 meio de cultura com MTT foi retirado, os cristais de formazan formados
foram solubilizados com 200 uL de Dimetilsuféxido (DMSO, Vetec) e o produto foi
quantificado a 595 nm no espectrofotdbmetro SpectraMax M2 (Molecular Devices). A
porcentagem de viabilidade celular foi calculada como a razdo entre a média de
absorbancia das leituras em quadruplicata para cada concentracdo testada e a média de

absorbancia dos pocos utilizados como controle negativo, onde:

Viabilidade celular = [(média Agmostra)/(Mmédia Acontrore)] X 100

Foram realizados quatro experimentos independentes e o resultado final foi a

média desses quatro ensaios.

3.2.3 Deteccao de nanoparticulas de ferro por Coloracao de Perls

Para avaliar se as nanoparticulas magnéticas dos fluidos FMS e FM possuiam a
capacidade de serem interiorizadas pelas células de melanoma murino, foi realizada a
técnica de coloracdo de Perls, que marca a presenca de ferro em células ou tecido com
uma coloracéo azul.

Células B16-F10 foram cultivadas em placas de 24 pocos (6x10° células/ poco)
contendo laminulas circulares de vidro em cada po¢o e meio de cultura RPMI-1640
(Gibco). Apds as células aderirem nas laminulas por 24 horas, 0 meio de cultura foi
retirado e foi colocado meio de cultura contendo FMS ou FM em diferentes
concentragdes (150; 75; 37,5; 18; 9 e 4,5 pug Fe/mL de meio de cultura). Como controle
negativo, células ndo foram incubadas com nenhum tratamento e 0 pogco continha
somente meio de cultura. Todos os tratamentos foram incubados por 4, 8, 24 e 48h.
Apds esses tempos, 0 meio de cultura foi retirado, as células foram lavadas 3 vezes com

PBS 1x e foram submetidas a coloragdo de Perls, segundo protocolo descrito por
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Villanueva et. al. (2009), com adaptacdes, conforme descrito a seguir. As células
aderidas as laminulas foram fixadas com metanol gelado por 5 minutos e apds a fixacao,
foram coradas com uma solugéo de ferrocianeto de potéssio 2% e HCI 2% (misturados
na hora na propor¢do v/v de 1:1) durante 15 minutos. Depois as células foram
novamente lavadas trés vezes com PBS 1x e foram contra-coradas com uma solucédo de
Vermelho Réapido Nuclear 0,5% (Sigma) durante 15 minutos. As células foram lavadas
em PBS 1x para retirar o excesso de corante, as laminulas foram retiradas dos pogos e
montadas em laminas para microscopia utilizando meio de montagem aquoso (5% de
gelatina em glicerol e agua destilada na mesma proporcao v/v). As laminas foram
visualizadas e fotomicrografadas em microscépio de luz Leica DM 750 com cémera
Leica DFC 295 (Leica Microsystems), nos aumentos de 20 e 40x.

3.2.4 Interiorizacado celular das nanoparticulas magnéticas por MET

A interiorizacdo das nanoparticulas magnéticas dos fluidos FMS e FM foi
visualizada por MET.

As células B16-F10 foram plaqueadas em uma densidade de 1,5x10* células/
poco em placas de 6 pocos. Apds aderirem na placa por 24 h, as células foram
incubadas com os fluidos magnéticos na concentracdo de 37,5 pg Fe/ mL por 24 h.
Apbs esse periodo, as células foram lavadas com PBS 1x, coletadas por centrifugacédo
(2000 rpm por 5 minutos) apds digestdo com tripsina 0,25% (Gibco) e processadas para
analises de MET de acordo com protocolo seguido por Carneiro et. al. (2011), descrito a
seguir. As células foram fixadas em fixador Karnovsky (2% de glutaraldeido, 2% de
paraformaldeido e 3% de sacarose em 0,1 M de tampao cacodilato de sédio em pH 7.2)
por 1 h, lavadas em tampdo cacodilato de sédio 0,1 M e pos-fixadas por 50 minutos em
uma solucdo contendo 1% de tetroxido de 6smio, 0,8% de ferrocianeto de potassio e 10
mM de cloreto de célcio em tampdo cacodilato de sodio 0,2 M. As celulas foram
lavadas em agua destilada e depois foram contrastadas in bloc com acetato de uranila
0,5% durante 16 h a 4°C. As amostras foram desidratadas utilizando-se um gradiente
crescente de acetona (de 50 a 100%) e incubando-as por 10 minutos em cada solugéo.
As celulas foram embebidas em resina Spurr e cortes ultrafinos foram realizados no
ultramicrétomo Leica EM UC7 (Leica Microsystems). Os cortes foram visualizados e

fotomicrografados em microscopio eletrénico JEOL JEM 1011 a 80 kV.
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3.3 EXPERIMENTOS IN VIVO

3.3.1 Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos fémeas da linhagem C57BL/6, com
10 a 12 semanas de idade. Os animais foram fornecidos pelo Centro Multidisciplinar
para Investigacdo Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB)
da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) - SP e foram mantidos no Biotério
do Departamento de Genética e Morfologia da Universidade de Brasilia durante a fase
experimental. Os camundongos foram alojados em gaiolas de ventilagdo individual com
temperatura controlada, submetidos a um ciclo claro/escuro de 12/12 horas e receberam
agua filtrada e racdo balanceada ad libitum. Todos os procedimentos utilizados para
anestesia e eutanasia dos animais estdo em acordo com os métodos recomendados pelas
diretrizes internacionais de ética animal e o presente projeto de doutorado foi avaliado e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Medicina da UnB através do numero 140199/2012 (Anexo ).

3.3.2 Inducéo de melanoma nos animais

Para a inducdo experimental do tumor de pele nos animais, 5%x10° células da
linhagem B16-F10 suspensas em 50ulL de PBS foram inoculadas subcutaneamente no
flanco dos camundongos sob anestesia intraperitoneal com 10 mg/kg de xilazina e 90
mg/kg de cetamina.

Para estabelecer uma curva de crescimento do melanoma, os animais foram
acompanhados por até 21 dias e 0 peso corporal e 0 tamanho do nédulo tumoral foram
medidos periodicamente. Os camundongos foram pesados em balanca digital AY 220
(Marte) e a medida do tumor foi feita com um paquimetro digital (Digimess) a partir do
sétimo dia de inoculagdo tumoral, quando os nodulos tornavam-se mensuraveis. O

volume tumoral foi determinado segundo a equagéo utilizada por Yu (2013):

Volume = comprimento X (largura)? x 0,52
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Todos os experimentos in vivo foram realizados ap0s 7 dias da inoculacédo do
tumor, o que significava um tamanho aproximado de 5 mm de didmetro no maior eixo

do nédulo tumoral (aproximadamente 45 mm?® de volume).

3.3.3 Microtomografia computadorizada

Para os experimentos in vivo de microTC, os camundongos com melanoma
foram divididos em dois grupos: [1] os que receberam 40 uL de FMS (735 ug de Fe
total e 231 pg de Selol) e [2] os que receberam 40 uL de FM (832 ug de Fe total),
ambos com injecdo intratumoral (n = 4 em cada grupo). Todos os animais foram
tomografados antes da injecdo das nanoparticulas, logo apds a administragdo das
mesmas e 2, 6, 12, 24, 48 e 72 h ap0s a injecdo das amostras. Para todas as aquisicoes,
os camundongos foram anestesiados com 10 mg/kg de xilazina e 90 mg/kg de cetamina
intraperitoneal, colocados no equipamento na posicdo decubito ventral e a parte do
corpo onde estava o tumor foi escaneada. Os parédmetros utilizados para os
escaneamentos foram os mesmos para todos os animais, sendo feito com 50 kV, 180
pA, filtro de Al 0,5 mm, 100 ms de exposicdo e tamanho do pixel de 35 um. Os
escaneamentos duraram aproximadamente 8 minutos para cada animal. As
reconstrugdes das imagens também foram feitas utilizando os mesmos parametros de
correcdo de smoothing, beam-hardening e artefatos de anel.

Todas as andlises foram feitas no software CT-Analyser da SkyScan, versdo
1.11.4.2. A quantificacdo da atenuacédo de raios x por Unidades de Hounsfield (HU) foi
feita através de uma calibracdo de densidade utilizando-se agua como o padrdo e

seguindo o protocolo fornecido pelo equipamento.

3.3.4 Ensaios de biocompatibilidade — toxicidade aguda

Para acessar a toxicidade das nanoparticulas magnéticas in vivo, alguns 6rgaos
do camundongo foram avaliados quanto a presenga de nanoparticulas e quanto a
alteraces histologicas ap0s injecdo intratumoral de FMS e FM.

Os animais foram divididos em quatro grupos: camundongos portadores de
melanoma e que foram injetados com [1] 40 puL de FMS (n = 12), [2] FM (n = 12) ou
[3] PBS (n = 6), e [4] camundongos sem tumor (n = 6). Metade dos animais foi
eutanasiada 24 h apo6s a inje¢cdo das nanoparticulas e a outra metade foi sacrificada 7
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dias ap6s a administracdo das amostras. Os orgaos (figado, baco, rins, pulméo e
cérebro) foram coletados, fixados e processados histologicamente conforme descrito no
item 3.4. As laminas foram analisadas juntamente com o patologista Marcos Célio de
Almeida, do Departamento de Genética e Morfologia do Instituto de Biologia da UnB, e
nas analises foi observado se havia presenca de alteraces histoldgicas, infamacao,
células tumorais (como resultado de uma possivel metastase) e nanoparticulas
magnéticas nos tecidos. O padrdo de distribuicdo das nanoparticulas nos tumores
tambeém foi observado.

O sangue dos animais também foi coletado: uma parte do sangue foi coletada em
tubos contendo EDTA para posterior anélise hematoldgica e a outra parte foi coletada
em tubos sem anticoagulante e posteriormente centrifugada a 3000 rpm por 10 min a
4°C para se obter o soro para as analises bioquimicas. As analises hematologicas foram
realizadas no analisador hematoldgico veterinario automatizado pocH-100iV Diff
(Sysmex) e os parametros analisados foram: eritrocitos, hemoglobina, hematdcrito,
volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média, concentracdo de
hemoglobina corpuscular média, largura de distribuicdo dos eritrocitos, leucocitos
totais, linfécitos, neutréfilos e mondcitos, eosindfilos, plaquetas, volume plaquetario
médio, razdo de macroplaquetas e largura de distribuicdo de plaquetas. As analises
bioquimicas foram realizadas em parceria com o Laboratério Clinico Sabin e os
parametros analisados foram: bilirrubina total, bilirrubina direta, bilirrubina indireta,
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina,

ureia, creatinina e ferro sérico.

3.3.5 Magnetohipertermia

Para o tratamento do melanoma com magnetohipertermia, animais com tumor
foram divididos em quatro grupos: [1] animais que foram injetados com PBS e que nédo
tiveram nenhum tratamento (n=6), [2] animais injetados com PBS e submetidos ao
CMA (n=6), [3] animais injetados com FMS e submetidos ao CMA (n=12) e [4]
animais injetados com FM e submetidos ao CMA (n=12). Todas as inje¢des de amostra
foram aplicadas por via intratumoral. Os camundongos submetidos ao CMA foram
anestesiados com 10 mg/kg de xilazina e 90 mg/kg de cetamina intraperitoneal e
colocados no centro da bobina de 17 voltas do equipamento gerador de CMA por 30
minutos, na frequéncia de 330 kHz. Este regime de tratamento foi aplicado em 3 dias
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consecutivos e todos os animais foram pesados e tiveram seu tumor medido nesses dias.
Metade dos camundongos de cada grupo foi eutanaziada 1 dia apds o término do ciclo
de tratamento (1 ciclo = 3 dias de tratamento, sendo 30 minutos em cada dia) e a outra
metade foi acompanhada por 7 dias e s6 entdo sacrificada para a coleta de amostras
bioldgicas. O sangue foi coletado para as analises hematologicas e bioquimicas
conforme descrito no item 3.3.4 e a analise estatistica foi realizada somente na
comparacdo entre grupos biologicamente relevantes entre si. O tumor foi coletado para
analises por microTC e avaliacdo histopatoldgica. Para a histologia, os tumores foram
fixados e processados conforme descrito no item 3.4. As laminas foram analisadas e as
areas de necrose tumoral foram avaliadas através da porcentagem de &rea necrética em

relagdo a area total do tumor, utilizando o programa Image J versao 1,47t.

3.4 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

As etapas do processamento histologico para 6rgdos e tumores foram feitas
conforme descritas a seguir. Os tecidos foram fixados em fixador de Davidson (20%
formaldeido, 10% glicerina, 30% etanol em agua destilada) durante 20 horas a
temperatura ambiente e mantidos em etanol 70% por pelo menos 24 horas. Apds essa
etapa, os tecidos foram colocados no equipamento Histotécnico DM-40 (Oma) para o
processamento automatico das etapas de desidratacdo, diafanizacdo e banhos de
parafina. A desidratacdo foi feita em solucdes de concentracdes crescentes de etanol
(80, 90 e 100%) durante 1 hora em cada solugdo, sendo realizadas ao todo trés
incubacgdes em etanol 100%. Em seguida, os tecidos foram incubados em solucdo 1:1 de
etanol 100% : xilol por 1 hora. Prosseguiu-se com a diafanizacéo, a qual foi realizada
em dois banhos de xilol puro, com 45 minutos cada. Para a inclusdo, os tecidos
passaram por dois banhos de parafina de 1 h 30 min cada e depois o material foi
montado manualmente em bloco de parafina (Vetec). Apds a solidificagdo do bloco, foi
utilizado o micrétomo Leica RM2125 RT (Leica Microsystems) para a obtencdo de
cortes de 5 um de espessura. Os cortes foram montados em laminas de microscopia e
estas foram mantidas em estufa a 37°C por duas horas para uma melhor aderéncia do
material a lamina. As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) ou
coloracdo de Perls e Vermelho Rapido Nuclear. Os processos de rehidratacdo e

desidratagdo, comuns aos dois protocolos de coloracéo, e as etapas de coloragdo de cada
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um estdo descritos na Tabela 3. Todas as etapas do processamento histoldgico foram
realizadas a temperatura ambiente.

Apos a coloragdo, as I[aminas foram montadas em laminulas de vidro utilizando-
se Balsamo do Canada (Vetec) como meio de montagem. As laminas foram analisadas e
documentadas digitalmente no microscépio de luz Zeiss Axioskop 2 (Zeiss) com

camera AxioCam MRc (Zeiss).

Tabela 3. Processamento para coloracdo com hematoxilina e eosina (HE) ou coloracdo com
reagente de Perls.

) Coloracéo )
Rehidratacao Desidratacao
HE Perls

Xilol 100% 60s | Hematoxilina 60s Agua 60 s Etanol 70%  60s

Xilol 100% 60s | Agua 60 s Agua 60s Etanol 80%  60s

Xilol 100% 60s | Eosina 60 s Perls 20 min | Etanol 90%  60s

Etanol 100% 60s | Agua 60 s Agua 30s Etanol 100% 60 s

Etanol 90% 60s Agua 30s Xilol 100%  60s
Vermelho ) )

Etanol 80% 60s o S5min | Xilol 100%  60s
Rapido

Etanol 70%  60s Agua 60 s Xilol 100%  60s
Agua 60s

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Todas as andlises estatisticas foram realizadas no programa SPSS versdo 17.0. A
normalidade das variaveis continuas foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Diferencas
entre os grupos analisados foram investigadas através de ANOVA (para dados que
seguiram a distribuicdo normal) ou Kruskal-Wallis (no caso de ndo haver distribuigéo

normal). Para os resultados significativos de ANOVA, o pés-teste de Bonferroni foi
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escolhido para as comparacdes multiplas. Para os resultados significativos de Kruskal-
Wallis, o teste de Mann-Whitney foi utilizado para verificar diferencas entre grupos
(comparac0es 2 a 2).

Nos resultados de estabilidade e distribuicdo do tamanho das nanoparticulas ao
longo do tempo (item 3.1.3), viabilidade celular por MTT (item 3.2.2) e quantificacdo
dos fluidos ao longo do tempo por microTC (item 3.3.3), andlises de variéncia
(ANOVA) de medidas repetidas seguidas do teste de Bonferroni (para dados
normalizados) ou teste de Friedman seguido pelo teste de Wilcoxon (para dados nao
normalizados) foram realizados para verificar diferencas no mesmo grupo ao longo do
tempo.

Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO PREVIA DOS FLUIDOS MAGNETICOS

As amostras de fluido magnético FMS e FM foram preparadas e caracterizadas
pelo grupo coordenado pela Profa. Dra. Emilia Lima, do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Goias. A amostra FM é constituida de nanoparticulas de
magnetita cobertas com bicamada de acido laurico e a amostra FMS é a amostra FM

acrescida de Selol, conforme esquematizado na Figura 20.

o FMS

Figura 20. Esquema das nanoparticulas de magnetita cobertas com bicamada de acido laurico.
FMS representa as nanoparticulas contendo Selol e FM as nanoparticulas sem a adicéo de Selol.

Ambos os fluidos magnéticos ja foram entregues caracterizados quanto ao seu
diametro fisico e hidrodindmico médio, potencial zeta e quantidade de ferro e selénio,

como mostrado na Tabela 4.

Tabela 4. Caracterizacdo dos fluidos magnéticos FMS e FM feita pelo grupo da Profa. Emilia

Lima.

FMS FM
Diametro fisico das NPM (nm) 764 764
Técnica: Difragdo de raios x
Didmetro hidrodindmico médio (nm) 91,7 84.3
Técnica: Espalhamento de luz dindmico
Potencial zeta (mV) em pH 7.2 461 401
Técnica: Zetasizer
Concentracéo de ferro (mg/mL) 18.38 20,81
Técnica: Absorcéo atbmica
Concentracéo de selénio (mg/mL) 0.289

Técnica: ICP-AES
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A concentracdo de selénio determinada para a amostra FMS foi de 0,289
mg/mL, o que da uma concentracdo nominal de Selol de 5,78 mg/mL, ja que o Selol
utilizado no preparo das amostras possui 5% de selénio.

4.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE FMS E FM

4.2.1 Diametro fisico e forma das nanoparticulas

Para confirmar a caracterizacdo do tamanho fisico das nanoparticulas e também
para visualizar a morfologia das mesmas, foi feita a microscopia eletrénica de
transmissao (MET). A distribuicdo de tamanho das nanoparticulas obedeceu a curva log
normal e os graficos mostraram que FMS e FM possuem uma distribuicdo de tamanho
monomodal (Figura 21). O didmetro médio encontrado para o fluido FMS e FM foi de
8,3 e 8,1 nm, respectivamente, sendo préximos dos resultados obtidos pelo grupo da
Profa. Emilia Lima, pela técnica de difracdo de raios x (Tabela 4).
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Figura 21. Caracterizacdo do tamanho das nanoparticulas feita por microscopia eletrénica de
transmissdo. (A) Distribuicdo do didmetro fisico das nanoparticulas do fluido FMS e (B) do
fluido FM.

As imagens de MET mostraram que ambos os fluidos possuem nanoparticulas

de forma esférica (Figura 22).
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Figura 22. Fotomicrografias dos fluidos magnéticos FMS e FM por microscopia eletrdnica de
transmissdo. Em (A), fluido FMS e em (B), fluido FM. Em ambos, nota-se a morfologia
relativamente esférica das nanoparticulas e pouca variabilidade em relacdo ao tamanho. As
nanoparticulas de FMS apresentaram-se menos agregadas em relacdo as nanoparticulas de FM.

4.2.2 Diametro hidrodinamico e potencial zeta das nanoparticulas

Para acessar o tamanho e a estabilidade das nanoparticulas ao longo do tempo,
dados sobre o didmetro hidrodinamico e potencial zeta foram coletados em 24, 36 e 48
meses apds o0 preparo das amostras.

O didmetro hidrodindmico e o indice de polidispersividade (IPD) foram
verificados pela técnica de espalhamento de luz dindmico e as medidas foram feitas a 25
e 37°C (Tabela 5).

Tabela 5. Valores do diametro médio e IPD, determinados pela técnica de espalhamento de luz
dindmico, para as amostras FMS e FM ao longo do tempo e em diferentes temperaturas.

24 meses 36 meses 48 meses
d (nm) IPD d (nm) IPD d (nm) IPD
FMS 25°C 87,06 + 0,36 0,20 103,60 + 2,05 0,29 114,60 + 1,49 0,25
FMS 37°C 91,05 + 1,62 0,20 110,20 + 1,65 0,27 121,10 + 2,37 0,27
FM 25°C 85,81 + 0,59 0,17 107,90 + 1,01 0,31 130,20 + 0,54 0,30
FM 37°C 90,26 + 1,21 0,16 115,50 + 1,82 0,30 139,10 + 1,05 0,30

d = didmetro hidrodindmico; IPD = indice de polidispersividade.

Os resultados mostraram uma tendéncia de aumento de tamanho para ambas as
amostras ao longo do tempo. Apesar desse comportamento, o aumento ndo foi

estatisticamente significativo para nenhum dos dois fluidos magnéticos (p=0,05). Os
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dados de IPD indicaram que as amostras possuem distribuicdo de tamanho homogénea,
ja que os valores obtidos foram menores que 0,30.

Verificou-se também que nas medidas realizadas a 37°C, o diametro das
nanoparticulas foi sempre maior quando comparado as medidas a 25°C, apesar desses
resultados também ndo serem significativos (p=0,05) (Figuras 23 e 24). Além disso, é
possivel observar que as nanoparticulas do fluido FMS aumentaram menos de tamanho
(acompanhado de IPD também menores) em tempos mais longos de analise, como em
36 e 48 meses ap0s 0 preparo das amostras, embora nenhum desses dados tenha

mostrado diferencas estatisticas.
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Figura 23. Graficos do didmetro hidrodindmico da amostra FMS obtidos pela técnica de
espalhamento de luz dindmico. (A) Resultado obtido a temperatura ambiente e ao longo do
tempo. (B) Resultado obtido a 37°C e ao longo do tempo.
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Figura 24. Gréficos do didmetro hidrodindmico da amostra FM obtidos pela técnica de
espalhamento de luz dindmico. (A) Resultado obtido a temperatura ambiente e ao longo do
tempo. (B) Resultado obtido a 37°C e ao longo do tempo.

Para avaliar a estabilidade das suspensdes coloidais de FMS e FM a temperatura
ambiente e a 37°C, foram realizadas medidas do potencial zeta no equipamento

Zetasizer. Os dados obtidos foram sintetizados na Tabela 6.
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Tabela 6. Caracterizacdo da estabilidade dos fluidos magnéticos FMS e FM, obtida através da

medida do potencial zeta ao longo do tempo e em diferentes temperaturas.

24 meses 36 meses 48 meses
FMS 25°C -48,50 £ 1,16 -50,00 + 1,36 -50,70 £ 2,12
FMS 37°C -41,70 + 0,66 -37,20 £ 0,95 -43,90 £ 0,81
FM 25°C -39,70 £ 1,56 -43,40 £ 0,46 -42,10 £ 0,75
FM 37°C -33,70 £ 0,58 -36,90 + 0,17 -35,00 £ 0,38

Os resultados mostraram que ndo houve diferenca estatistica em relagdo ao
potencial zeta de cada amostra em determinada temperatura ao longo do tempo. Nas
medidas realizadas a 37°C o valor absoluto do potencial zeta de ambas as amostras foi
menor quando comparado aos valores medidos a temperatura ambiente, indicando
menor estabilidade em temperaturas mais elevadas. Para a amostra FM essa diferenca
foi significativa em 24 e 36 meses (p=0,046), mas para outros tempos e na amostra FMS
ndo foi demonstrada diferenca estatistica (p=0,05).

E not6rio o aumento do valor absoluto do potencial zeta para a amostra FMS em
relacdo a FM em todos os tempos e temperaturas analisadas. A 25°C, esses resultados
ndo se mostraram significativos (p=0,05), mas a 37°C a amostra FMS mostrou-se mais
estavel que o fluido FM em 24 meses ap6s o preparo das nanoparticulas (p=0,046).
Esses dados sugerem que a adicdo de Selol as nanoparticulas pode conferir maior

estabilidade ao fluido magnético, pelo menos quando as amostras se encontram a 37°C.

4.3 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS FLUIDOS FMS E FM

Os fluidos magnéticos foram avaliados quanto a sua citotoxicidade. Células
imortalizadas de melanoma da linhagem B16-F10 foram incubadas com FMS e FM em
diferentes concentracdes por 24 e 48 h e a viabilidade celular foi entdo medida.

As analises estatisticas dos resultados mostraram que os fluidos magnéticos nédo
foram tdxicos nas concentracdes testadas até 37 pg Fe/mL, mantendo a viabilidade
celular proxima de 100%. Na concentragdo de 75 pug Fe/mL, a incubagdo com FMS
manteve aproximadamente 84% das células viaveis e a incubagdo com FM manteve
88% de viabilidade, ambos os resultados considerando 24 e 48 h. Com as amostras na
concentracdo de 150 pg Fe/mL, entretanto, a viabilidade das células diminuiu para
quase 50% em 24 h para ambos os fluidos e para 31% e 40,7% quando o tratamento foi

feito por 48 h com FMS e FM, respectivamente (Figura 25).
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Os resultados também indicaram que FMS e FM induzem o mesmo efeito
citotoxico nas células tumorais de melanoma, pois ndo houve diferenca entre a
viabilidade das células tratadas com FMS e FM nas mesmas concentragcdes € no mesmo
tempo (p>0,05).
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Figura 25. Anélise da viabilidade das células de melanoma B16-F10 submetidas ao tratamento
com FMS e FM em diferentes concentragdes, por um periodo de 24 e 48 horas.

4.4 INTERIORIZACAO DAS NANOPARTICULAS

A magnetohipertermia pode ser mais efetiva se as celulas tumorais tiverem a
habilidade de interiorizar as nanoparticulas ou reté-las em sua superficie por um tempo
prolongado. Para avaliar se as células de melanoma seriam capazes de interiorizar ou
reter as nanoparticulas magnéticas de FMS e FM, inicialmente foram feitos
experimentos de coloracdo com Perls. A marcacdo com o corante de Perls ressalta de
azul a presenca de ferro nas células ou tecido.

As células B16-F10 foram incubadas por 4, 8, 24 e 48 h com os fluidos
magnéticos nas mesmas concentraces nao toxicas testadas anteriormente para o ensaio
de MTT. Os resultados mostraram que as células de melanoma murino sdo capazes de
reter em sua superficie e/ ou interiorizar as nanoparticulas dos fluidos FMS e FM em
todos os tempos analisados. Imagens representativas deste ensaio sdo mostradas na

Figura 26.
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Figura 26. Imagens de microscopia de luz das células B16-F10 marcadas com coloracdo de
Perls. (A) Células utilizadas como controle negativo de marcagdo que ndo foram tratadas com
fluidos magnéticos. (B) Células incubadas com FMS ou (C) com FM por 8 h na concentracdo
de 37,5 pg Fe/ mL.

Para verificar se as nanoparticulas estavam apenas retidas na superficie ou
realmente interiorizadas pelas células, foi realizada a MET. As células B16-F10 foram
tratadas com os fluidos magnéticos por 24 h na concentracéo de 37,5 pg Fe/ mL.

As fotomicrografias mostraram as nanoparticulas magnéticas de FMS e de FM
no citoplasma das células e localizadas dentro de estruturas semelhantes a vesiculas, o
que indica que as nanoparticulas foram interiorizadas provavelmente a partir de um
processo de endocitose (Figura 27).
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Figura 27. Fotomicrografia eletronica de células de melanoma B16-F10 incubadas ou ndo com
nanoparticulas magnéticas. (A e B) Células controle, as quais ndo tiveram contato com
nanoparticulas. (C e D) Células incubadas com fluido FMS. (E e F) Células incubadas com
fluido FM. Setas vermelhas indicam as nanoparticulas magnéticas e (n) mostra o ndcleo das
células. O detalhe em D e F mostram as nanoparticulas dentro de estruturas semelhantes a
vesiculas.
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4.5 NANOPARTICULAS COMO CONTRASTE PARA
MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA

Para que uma nanoparticula se torne multifuncional e possa ser utilizada ndo s
na terapia das doencas, mas que também seja capaz de diagnosticar e realizar seu
acompanhamento, moléculas podem ser adicionadas no interior ou na superficie da
nanoparticula e com isso permitir sua visualizacdo em diferentes modalidades de
imagem. Imagens por ressonancia magnética e tomografia computadorizada sdo muito
utilizadas como diagnostico e progndstico do cancer. O uso das nanoparticulas
magnéticas em ressonancia magnética € bem estabelecido na literatura, devido ao
contraste promovido pelo nicleo magnético da nanoparticula. Neste trabalho, foi
investigado se as nanoparticulas magnéticas dos fluidos FMS e FM poderiam ser
utilizadas como meio de contraste em microtomografia computadorizada (microTC).
Esta técnica esta disponivel em nosso laboratorio e é uma ferramenta versatil para a
investigagao in vivo, porque permite imagens com alta resolugéo.

Para testar as amostras FMS e FM quanto a sua capacidade de ser um agente de
contraste para exames de microTC, inicialmente foi feito um ensaio in vitro. Aliquotas
dos fluidos magnéticos foram colocadas em microtubos e estes foram colocados dentro
de tubos Falcon contendo agua. Essa estratégia tinha o objetivo de simular o corpo de
um camundongo, ja que o tubo Falcon tem aproximadamente a mesma largura do
animal. As amostras foram escaneadas e, apds a reconstrucdo, as imagens foram

quantificadas em unidades de Hounsfield (HU) (Figura 28).
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Figura 28. Imagens de microtomografia e quantificagdo da densidade obtida com as amostras
FMS e FM. (A) Imagens obtidas do escaneamento de agua (controle negativo) e das amostras
FMS e FM no microtomégrafo, onde aliquotas foram colocadas dentro de microtubos e estes
inseridos em tubos Falcon contendo &gua. (B) Quantificacdo da densidade obtida com os
fluidos magnéticos.

Pode-se perceber pelas imagens que as amostras FMS e FM possuem maior
absorcdo de raios x em relacdo ao meio externo, que é a agua, mostrando que os fluidos
podem ser detectados em imagens de microTC (Figura 28A). Além disso, é possivel
observar que FMS possui maior densidade em relacdo a FM, o que pode ser
demonstrado na quantificacdo exibida no grafico da Figura 28.

Este ensaio também foi realizado utilizando-se 4gua (como controle negativo),
outros meios de contraste iodados de uso clinico (controle positivo) e Selol (Figura 29).
Foi demonstrado que o Selol apresentou elevado poder de absorcdo de raios X,
indicando que este composto também seria um bom meio de contraste para microTC
(Figura 29).
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Figura 29. Imagem de microtomografia do Selol puro. Uma aliquota do Selol foi colocada
dentro de um tubo Falcon contendo agua e este foi submetido ao escaneamento. As imagens
mostram a elevada densidade proveniente do Selol.

Apesar dos fluidos FMS e FM demonstrarem boa atenuacdo de raios x nas
imagens de microTC, quando as amostras eram comparadas com o contraste obtido por
um agente iodado, FMS apresentava 14 vezes menos densidade do que o iodo, enquanto
o fluido FM possuia um contraste quase 20 vezes menor (Figura 30). Ainda nesta
comparagdo com o agente a base de iodo, o Selol continuou a mostrar um excelente

potencial para visualizacdo em microTC.
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Figura 30. Quantificacdo da densidade obtida com os fluidos magnéticos, Selol puro e um
agente a base de iodo em imagens de microTC. A &gua foi utilizada como controle negativo.
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4.6 AQUECIMENTO DAS AMOSTRAS NO CAMPO MAGNETICO DE
FREQUENCIA ALTERNADA

Antes de se utilizar nanoparticulas magnéticas para hipertermia, uma questdo
importante a ser investigada € a capacidade de aguecimento dessa amostra. Para isso, 0S
fluidos FMS e FM foram testados quanto a sua capacidade de aquecer quando
submetidos a um campo magnético de frequéncia alternada.

No equipamento de magnetohipertermia, foram avaliadas cinco frequéncias
diferentes (Tabela 7) para escolher a melhor condicdo, aquela que seria utilizada nos
experimentos in vivo. Os valores de voltagem e amperagem para cada frequéncia foram
obtidos no equipamento ap6s o0 ajuste desses parametros seguindo o manual do
instrumento. Os valores de campo magnético foram calculados com base na tensao,

corrente e frequéncia.

Tabela 7. Valores de tensdo (voltagem), corrente (amperagem) e campo magnético obtidos
durante os ensaios in vitro de aquecimento de fluidos magnéticos.

Frequéncia nominal Tenséo Corrente Campo Magnético
(kHz) V) (A) (mT)
110 27,1 8,3 18
165 24,1 6,7 14
330 26,9 52 12
467 25 3,7 10
624 20,1 1,9 7

kHz = quilohertz; V = volt; A = ampére; mT = militesla.

Aliguotas de FMS, FM e agua foram colocadas no centro da bobina do
equipamento gerador de campo magnético e a temperatura foi medida durante 30
minutos. As duas amostras de fluido magnético mostraram aumentos de temperatura
similares nas mesmas condi¢es testadas.

Os menores aumentos de temperatura foram encontrados quando o campo
magnético alternado (CMA) estava a uma frequéncia de 624 kHz, no qual a temperatura
méaxima alcancada foi de 41,2°C em 30 minutos para o fluido FM, condicdes estas nao

adequadas para o tratamento de hipertermia (Figura 31).
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Figura 31. Curva de aquecimento e imagens termograficas para as amostras FMS, FM e agua
(controle) quando colocadas no equipamento gerador de CMA a uma frequéncia de 624 kHz.

Um aquecimento intermediario foi alcancado nas frequéncias de 110 e 165 kHz,
com temperaturas maximas em torno de 50°C para ambos os fluidos no final do tempo
(50°C para FMS e 50,1°C para FM a 110 kHz; 47,3°C para FMS e 49,6°C para FM a
165 kHz). No entanto, os aumentos de temperatura nessas condi¢cdes ndo foram muito
estaveis (Figura 32).
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Figura 32. Curvas de aquecimento e imagens termogréaficas para as amostras FMS, FM e agua

(controle) quando colocadas no equipamento gerador de CMA nas frequéncias de 110 e 165
kHz.

Aumentos de temperatura maiores e mais estaveis foram obtidos a 330 e 467
kHz, com a temperatura maxima chegando a 57°C para FMS e FM a 330 kHz (Figura
33). Além disso, nessas condicGes, uma temperatura alta o suficiente para o tratamento
com hipertermia (44°C) foi atingida em apenas 5 minutos ap6s o inicio do CMA. Para
as outras condigOes testadas essa mesma temperatura demorou o dobro de tempo para
ser alcancada. Assim, a condicdo escolhida para realizar a magnetohipertermia nos
animais foi de 330 kHz.
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Figura 33. Curvas de aquecimento e imagens termogréaficas para as amostras FMS, FM e agua

(controle) quando colocadas no equipamento gerador de CMA nas frequéncias de 330 e 467
kHz.

Aliquotas contendo pequenos volumes da amostra FMS também foram testadas
para o aquecimento na condi¢do escolhida de 330 kHz (Figura 34). Os resultados
mostraram que com volumes de 25, 50 e 100 pL a amostra alcangcou temperaturas
maximas de 34, 38 e 40°C, respectivamente. A partir de 120 pL, FMS foi capaz de
aquecer a 41°C e com 140 e 160 pL, o fluido magnético aqueceu até 43 e 43,5°C,

respectivamente.
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Figura 34. Curvas de aquecimento para pequenos volumes da amostra FMS quando colocados

no equipamento gerador de CMA na frequéncia de 330 kHz. A legenda mostra o volume testado
e a quantidade de ferro total contida naquele volume.

4.7 ENSAIOS IN VIVO
4.7.1 Estudo do modelo animal de melanoma

Experimentos in vivo também foram realizados para prosseguir com a
caracterizacdo da nova amostra de fluido magnético contendo Selol. Para esses ensaios,
foi utilizado o modelo de melanoma em camundongos.

O estabelecimento da quantidade de células tumorais a ser injetada nos animais e
as condicdes de injecdo foram os primeiros passos para conhecer a caracteristica de
crescimento do modelo de melanoma murino.

Os camundongos foram injetados subcutaneamente com células B16-F10 e
foram acompanhados por 21 dias. O peso dos animais (Figura 35) e as dimensdes do
tumor (Figura 36) foram registrados a partir do aparecimento do nodulo tumoral, no
sétimo dia. Como mostrado na Figura 35, ndo houve muita variagdo no peso dos
animais ao longo do crescimento do tumor. Dentre os cinco animais utilizados para esse
ensaio, trés morreram espontaneamente antes de completar 21 dias com tumor. Os
animais 4 e 3 morreram no 9° e 15° dias, respectivamente, e tiveram uma grande
diminuicdo no peso antes de morrerem (20,6 g para o animal 4 e 19,6 g para o animal

3). Os dois animais que sobreviveram até o 21° dia (animais 1 e 2) tiveram um aumento
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de peso no final do experimento, provavelmente provocado pela grande massa tumoral

que carregavam.
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Figura 35. Peso corporal de camundongos (n=5) acompanhados durante o desenvolvimento do
melanoma, apos injecdo subcutanea de células B16-F10.

Em relacdo ao tumor, observou-se que ele apresentou um crescimento muito
rapido, dobrando seu volume em quase todos os dias (Figura 36). Além disso, ao
analisar macroscopicamente os tumores, foi observado que quando o nédulo tumoral
ficava muito grande havia uma espécie de rompimento da fina camada de pele que o
cercava, formando um abcesso por onde se verificava o constante sangramento do
tumor. Fotos do animal 1 foram registradas e esse fenbmeno pode ser observado a partir

do dia 13 (Figura 36B), porém mais nitidamente no dia 21.
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Figura 36. Monitoracdo do desenvolvimento do melanoma nos animais durante 21 dias. (A)
Curva de crescimento do tumor de camundongos (n=5) que foram subcutaneamente injetados
com células B16-F10. (B) Fotografias dos tumores de um camundongo representativo nos dias
7,8,9,11,13,15¢e 21.

Os tumores também foram histopatologicamente avaliados ap6s o sacrificio dos
animais (Figura 37). As laminas coradas com hematoxilina e eosina (HE) mostraram
tumores com extensas areas de acUmulo de melanina e tipicas areas de necrose
coagulativa na regido central do tumor. De modo geral, o estabelecimento do tumor nao
provocou reagdo inflamatoria, sendo localizadas pequenas areas isoladas de infiltrado
inflamatorio. Além disso, foram identificados, nas células tumorais, nucléolos bem
evidentes, o que indica que a célula é bastante sintética e ativa. Mitoses anormais
(tripolares) também foram identificadas no tumor. A presenca de tecido muscular entre
as células tumorais sugere que o tumor estava invadindo tecidos adjacentes (Figura
37E). Também foi possivel observar a implantacdo subcutanea do nddulo tumoral,

indicando sucesso no estabelecimento do modelo tumoral.
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Figura 37. Analise histopatologica do melanoma murino corado com hematoxilina e eosina.
(A) Viséo geral do tumor (t), mostrando o estabelecimento do modelo tumoral subcutaneo. (B)
Magnificacdo de (A), onde e = epiderme, d = derme, sc = regido subcuténea, t = tumor. (C)
Areas marrons de acimulo de melanina. (D) Detalhe mostrando a melanina (pigmento marrom)
nas células tumorais (t) e no pelo do camundongo, indicado pela seta. A foto também mostra a
localizacdo do tumor, em meio aos adipdcitos (a) da regido subcutanea. (E) Tecido muscular
(m) entre as células tumorais. (F) As setas indicam areas necroticas no centro do tumor.

Juntos, os resultados dos pesos dos animais durante 21 dias, o registro de mortes
espontaneas durante esse acompanhamento, o rapido aumento de volume tumoral e as
analises histopatoldgicas com indicag&o de invasdo tumoral demonstram a agressividade
do modelo de melanoma murino induzido subcutaneamente com células B16-F10.



Resultados |97

4.7.2 Biocompatibilidade dos fluidos magnéticos

A biocompatibilidade de nanoparticulas magnéticas implica em elas serem
hemocompativeis, biodegradaveis e ndo tdxicas ao organismo, de modo a permitir sua
utilizacdo como terapia.

Para avaliar a toxicidade de FMS e FM em um regime de tratamento para cancer
de pele, os camundongos tiveram o melanoma induzido e as amostras foram injetadas
dentro do tumor. Apos 1 e 7 dias dessa injecdo, os animais foram sacrificados e o
sangue e 6rgdos foram coletados para analises.

Para a analise histopatolégica, foram coletados o figado, baco, rins, pulméo e o
cérebro. O objetivo era avaliar possiveis alteracdes morfoldgicas nos 6rgdos em fungédo
da injecdo de nanoparticulas no tumor, verificar a presenca de aglomerados de
nanoparticulas magnéticas e a ocorréncia de metastases.

N&do foram encontradas alteracBes nos 6rgdos de nenhum animal avaliado,
mesmo apds 7 dias da injecdo dos fluidos (Figura 38). O figado apresentou parénguima
preservado, hepatécitos de tamanho normal e cépsula de tecido conjuntivo integra.
Foram observados nddulos inflamatdrios isolados e escassos, estando presente também
nos animais controle, os quais ndo foram injetados com os fluidos magnéticos.

No baco, as areas de polpa branca e polpa vermelha eram bem delimitadas e as
células parenquimais tinham aspecto normal. Em todos os animais, inclusive nagueles
que ndo receberam fluidos magnéticos, foi observada a presenca de aglomerados de cor
marrom na coloracdo com HE e que eram corados de azul na coloracdo de Perls. A
presenca desses aglomerados nos grupos controle, tanto em 1 dia quanto em 7 dias de
andlise, sugere que essa marcacao seja decorrente da presenca de ferro endégeno. N&o
foi possivel avaliar se animais que receberam nanoparticulas magnéticas tinham maior
quantidade de ferro no baco, pois a diferenca entre os grupos nédo era clara o bastante e
uma analise quantitativa do ferro ndo foi realizada.

A analise dos pulmdes revelou bronquiolos e capilares com caracteristicas
normais e alvéolos com septos também normais. Nos rins avaliados, a camada cortical
apresentou glomérulos e tabulos de morfologia padrdo, e zona medular também
compativel com a normalidade. O cérebro mostrou células gliais com nucleos bem
definidos de acordo com o tipo celular, neurdnios piramidais conforme o esperado e
capilares bem preservados. No cerebelo observou-se cortex e medula bem definidos e

células de Purkinje de morfologia padréo.
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Figura 38. SecOes histoldgicas coradas com hematoxilina e eosina dos Orgdos dos
camundongos (figado, baco, rim, pulméo e cérebro) coletados no dia 1 e dia 7 apds a injecdo de
FMS no tumor dos animais. Camundongos que tiveram PBS injetado no tumor serviram como
controle. Nao foram encontradas alteracfes histolégicas nos tecidos analisados.

Durante as andlises histoldgicas ndo foram detectadas células neoplésicas em
nenhum 6rgdo avaliado, indicando que ndo houve ocorréncia de metastase nesse modelo

de inducgéo tumoral.
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A marcacao das laminas com o corante de Perls revelou que ndo houve acimulo
de nanoparticulas na maioria dos tecidos analisados, com excecdo do baco, conforme
explicado anteriormente, e dos pulmdes e figado de dois animais do grupo FM,
conforme serd explicado mais adiante. Esses resultados sugerem que os fluidos
magnéticos FMS e FM permaneceram confinados no tumor quando foram 14 injetados.

Os tumores dos animais também foram avaliados para detectar possiveis
diferengas induzidas no tecido tumoral devido a aplicacdo dos diferentes fluidos
magnéticos. As Figuras 39 e 40 mostram alguns achados para a amostra FMS e FM,

respectivamente.

e 3
e

Figura 39. Fotomicrografias de melanoma murino 24 horas ap6s a injecdo da amostra FMS no
tumor. (A) Nanoparticulas magnéticas aglomeradas ocupando extensa area tumoral. (B)
Nanoparticulas espalhadas de maneira mais uniforme, mas sem ocupar todo o tumor. (C)
Células tumorais atingidas pelo FMS (metade superior da figura) apresentando necrose e células
livres do fluido (metade inferior da figura) ainda vivas. (D) Grande éarea de necrose provocada
por FMS.

Foi observado que, para um determinado fluido, ndo houve um padrdo de
distribuicdo no tumor: ora o fluido ficava bem espalhado pelo tumor, como o FM na

Figura 40C, ora o fluido permanecia em intensa aglomeragdo em apenas uma regiao,
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como o FMS na Figura 39A. Uma caracteristica marcante observada para ambos os
fluidos foi a coincidéncia de &reas de necrose com as areas de localizacdo das
nanoparticulas magnéticas, sugerindo que a injecdo dessas amostras causava necrose

tumoral.

Figura 40. Fotomicrografias de melanoma murino 24 horas ap6s a injecdo da amostra FM no
tumor. (A) A figura mostra uma area de intenso aglomerado de nanoparticulas magnéticas. (B)
Nanoparticulas espalhadas de maneira mais uniforme, mas sem ocupar todo o tumor. (C)
Nanoparticulas atingindo grande parte do tumor, provocando necrose. (D) Magnificacdo de (C)
mostrando algumas células em necrose provocada por FM.

Para dois animais do grupo injetado com o fluido FM, as nanoparticulas
magnéticas atingiram a circulacdo sanguinea e houve acimulo das mesmas no figado e
no pulméo. A analise dos 6rgaos pela coloracdo de Perls confirmou que os aglomerados
encontrados eram de nanoparticulas magnéticas (Figura 41). No entanto, ndo houve
acumulo de amostra nos rins e no cérebro, o que indica que esta amostra ndo atravessa a

barreira hemato-enceféalica.
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Figura 41. Secdes histologicas de figado e pulmdo de um animal 24 h apos a injecdo de FM e
que apresentou acimulo de nanoparticulas nestes 6rgdos. (A) Corte de figado corado com
hematoxilina e eosina, mostrando pequenos aglomerados marrons de nanoparticulas magnéticas.
(B) Magnificacdo do corte de figado, evidenciando as particulas. (C) Corte de pulméo corado
com hematoxilina e eosina, mostrando pequenos aglomerados marrons de nanoparticulas
magnéticas. (D) Corte de pulmdo corado com coloracdo de Perls, evidenciando em azul o
acumulo de ferro das nanoparticulas magnéticas de FM.

A anélise histolégica do tumor destes dois animais revelou vasos sanguineos
preenchidos com nanoparticulas magnéticas (Figura 42), o que nao aconteceu em
nenhum outro camundongo. Como esses achados aconteceram em apenas 2 animais em
um total de 24 do experimento todo, especula-se que no momento da injecdo da
amostra, a aplicacdo possa ter atingido um vaso e causado a distribuicdo das
nanoparticulas para o figado e pulmao.
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Figura 42. SecOes histoldgicas do tumor de um animal 24 h apds a injecdo de FM e que
apresentou nanoparticulas em vasos sanguineos. (A) e (B) Visdo geral do melanoma, com parte
dele estando ocupada pelas nanoparticulas magnéticas. As setas indicam os vasos contendo
nanoparticulas. (C) Amostra bem difundida pelo tumor, o qual se apresenta hemorragico e com
muitos vasos. (D) Magnificagdo do tumor mostrando vasos sanguineos (V) cheios de
nanoparticulas.

Para avaliar a toxicidade dos fluidos magnéticos, além dos 6rgdos, o sangue dos
animais também foi coletado para analises hematoldgicas e bioquimicas. As tabelas 8, 9
e 10 retnem os resultados obtidos no eritrograma, leucograma e plaguetograma,
respectivamente.

Uma vez que todos os animais do experimento eram portadores de melanoma,
camundongos sem tumor, do mesmo sexo e da mesma linhagem, foram utilizados como
controle dos pardmetros hematologicos e bioquimicos.

Em relacdo aos dados obtidos no eritrograma (Tabela 8), os animais que foram
injetados com o fluido FM e analisados apds 7 dias apresentaram diminuicdo na
quantidade de eritrocitos, hemoglobina e no hematdcrito quando comparados aos
animais sem tumor ou aqueles que receberam injecdo de FM e foram sacrificados 24 h

depois.
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A maioria dos grupos de animais analisados, inclusive aqueles que néo
receberam fluido magnético, tiveram os valores diminuidos de hemoglobina corpuscular
média (HCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) em relacdo
aos animais sem tumor. A diminuicdo nesses parametros, portanto, provavelmente
indica alteracdo devido a propria presenca do tumor. Em relacdo aos animais
acompanhados por 7 dias e que receberam FMS, eles voltaram a aumentar a quantidade
de HCM em niveis compativeis com os animais sem tumor, indicando um possivel
resgate desse parametro para os niveis normais (Tabela 8).

Outro dado interessante foi que os animais que receberam FM e foram
analisados ap6s 24 h da aplicagdo da amostra, foram os Unicos que tiveram diminuicao
da largura de distribuigdo dos eritrocitos (RDW), mas observou-se que essa alteracao foi

temporaria, uma vez que o indice voltou aos valores normais em 7 dias (Tabela 8).
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Tabela 8. Eritrograma de camundongos com melanoma realizado apds 1 dia ou 7 dias da injecdo intratumoral de PBS (sem tratamento), FMS e FM.
Camundongos sem tumor foram utilizados como controle.

Grupos Eritrdcitos Hemoglobina Hematocrito VCM HCM CHCM RDW
(x 10%uL) (g/dL) (%) (fL) (p9) (g/dL) (%)

Sem Tumor 8,60 + 0,46 12,88 0,73 31,63+ 1,61 36,82+ 0,28 15,02 + 0,42 40,73+ 1,25 13,95 + 0,99

Tumor 1d 8,75 + 0,42 12,60 + 0,57 32,70+ 1,41 37,35+0,21 14,40 + 0,00° 38,55 + 0,07° 13,20 + 0,14
8,70 + 0,36 12,53+ 0,33 32,58 + 1,22 37,43+0,41 14,40 + 0,33° 38,47 + 0,56 13,32+ 0,42
8,17 +0,58 11,95 +0,73 30,80 + 1,90 37,75 £ 0,57 14,65 + 0,29% 38,80 + 0,22 12,68 +0,73%¢

Tumor 7d 7,39+0,72 10,67 + 1,06 27,97 +2,71 37,87+0,38 14,40 + 0,10° 38,13 +0,21%¢ 14,13 + 0,50%°
754+ 1,11 11,07 + 1,64 28,37 + 4,35 37,60 + 0,39 14,70 +0,21°¢ 39,05 + 0,52%¢ 13,23 +0,53
5,49 +25120¢¢ g 00+334*¢ 21 35+849°"°% 3990 +5,07 14,75 + 0,68 37,30 + 2,86° 13,83 +1,01°
0,002 0,001 0,002 0,281 0,081 0,004 0,047

VCM = Volume Corpuscular Médio; HCM = Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM = Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média; RDW =
Largura de Distribuicdo dos Eritrécitos (indica a anisocitose).
P-valores de HCM, CHCM e RDW foram gerados pelo teste de Kruskall-Wallis, enquanto p-valores dos outros pardmetros foram gerados por ANOVA. As
letras minusculas indicam diferengas significativas detectadas pelo teste U de Mann-Whitney ou teste de Bonferroni em comparagdes 2 a 2, sendo a =
significativo comparado com grupo Sem Tumor; b = significativo comparado com grupo Tumor 1d sem tratamento; ¢ = significativo comparado com grupo
Tumor 1d FMS; d = significativo comparado com grupo Tumor 1d FM; e = significativo comparado com grupo Tumor 7d sem tratamento; f = significativo
comparado com grupo Tumor 7d FMS; g = significativo comparado com grupo Tumor 7d FM.
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Em relacdo aos resultados do leucograma (Tabela 9), a Unica alteracdo
biologicamente relevante aconteceu nos animais que receberam PBS e FMS e foram
analisados apds 7 dias, 0os quais tiveram aumentos significativos nas populacbes de
neutrofilos e mondcitos em relacdo aos valores de referéncia. Para o tratamento com
FMS, essa alteracéo foi mais tardia, uma vez que diferem significativamente dos valores
obtidos com anélise de 1 dia.

Tabela 9. Leucograma de camundongos com melanoma realizado ap6s 1 dia ou 7 dias da
injecdo intratumoral de PBS (sem tratamento), FMS e FM. Camundongos sem tumor foram
utilizados como controle.

Leucdcitos Linfocitos Neutréfilos +  Eosinofilos
Grupos (x 10*/uL) (x 10%/pL) Mondcitos (x 10*/pL)
(x 10%pL)
Sem Tumor 5,03 + 1,52 4,00 +1,31 1,02 +0,24 0,02 0,04
Tumor 1d Sem trat. 5,20 + 2,40 4,00 +1,70 1,20+0,71 0,00 + 0,00
FMS 5,43 + 1,31 4,18 +1,04 1,25 + 0,40 0,00 + 0,00
FM 3,85+ 1,81 3,00 +1,38 0,83+ 0,44 0,00 + 0,00
Tumor 7d Sem trat. 6,07 + 0,80 3,77 £ 0,55 2,30 £0,35*°° 0,00+ 0,00
FMS 5,35+ 0,90 327 +1,15 2,07+0,76*°% 0,02 +0,04
FM 5,25 + 4,13 4,03+3,16 1,23 +0,99 0,00 + 0,00
P-valores 0,738 0,838 0,012 0,751

P-valores de Leucdcitos e Linfdcitos foram gerados por ANOVA, enquanto p-valores dos outros
parametros foram gerados pelo teste de Kruskall-Wallis. As letras minusculas indicam
diferencas significativas detectadas pelo teste U de Mann-Whitney ou teste de Bonferroni em
comparagdes 2 a 2, sendo a = significativo comparado com grupo Sem Tumor; b = significativo
comparado com grupo Tumor 1d sem tratamento; ¢ = significativo comparado com grupo
Tumor 1d FMS; d = significativo comparado com grupo Tumor 1d FM.

Nas analises da serie de plaquetas (Tabela 10), foram observadas alteracGes no
volume plaquetario médio (VPM) e na largura de distribuicéo das plaquetas (PDW) para
0 grupo de camundongos que recebeu FMS analisado em 1 dia, e alteragcbes no VPM e
na razdo de macroplaquetas (P-LCR) para o grupo analisado em 7 dias, ambos
comparados ao grupo sem tumor.

Nos animais que receberam FM, as diminui¢des no VPM, P-LCR e PDW foram

transitdrias, uma vez que os valores voltaram ao normal em 7 dias (Tabela 10).
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Tabela 10. Plaquetograma de camundongos com melanoma realizado apds 1 dia ou 7 dias da
injecdo intratumoral de PBS (sem tratamento), FMS e FM. Camundongos sem tumor foram

utilizados como controle.

Grupos PLT (x 10*/uL) VPM (fL) P-LCR (%) PDW (fL)
Sem Tumor 831,50 + 209,38 7,78 £0,51 16,68 +450 7,74+0,51
Tumor 1d Sem trat. 951,00 + 43,34 6,85+0,21 9,75+ 2,05 7,00+ 0,14
FMS 752,75 + 206,21 7,08+0,38"° 12,13+296 7,10+0,22°
FM 821,60 + 80,05 6,80 £0,19°  9,2+156° 7,16 £0,11°
Tumor 7d Sem trat. 683,67 + 185,48 7,10+0,30 9,6 +1,14 7,57 £ 0,50
FMS 676,40 + 177,61 6,85+0,37" 9,08+2,88° 7,28+0,22
FM 736,25 + 188,07 7,25+ 0,56 10,05+3,99 7,48+0,34
P-valores 0,486 0,077 0,015 0,076

PLT = Plaquetas; VPM = Volume Plaquetario Médio; P-LCR = Razdo de Macroplaquetas;
PDW = Largura de Distribuicdo de Plaquetas. P-valores de PLT e P-LCR foram gerados por
ANOVA, enquanto p-valores de VPM e PDW foram gerados pelo teste de Kruskall-Wallis. As
letras minusculas indicam diferencas significativas detectadas pelo teste U de Mann-Whitney ou
teste de Bonferroni em comparagdes 2 a 2, sendo a = significativo comparado com grupo Sem
Tumor.

Nos exames bioquimicos (Tabela 11), poucos parametros tiveram alteracdes
biologicamente relevantes. Uma delas foi um grande aumento na quantidade de
aspartato aminotransferase (AST) para 0 grupo que recebeu FM e ficou em
acompanhamento por 7 dias em comparagdo ao grupo que teve 0 mesmo tratamento e
foi analisado com 1 dia. Este mesmo grupo (FM 7d) também teve os niveis de fosfatase
alcalina diminuidos em relacdo aos valores de referéncia e em relagcdo ao grupo FM 1d.

Animais sem tratamento acompanhados por 7 dias aumentaram
significativamente os niveis de alanina aminotransferase (ALT) em relacdo ao mesmo
grupo acompanhado por apenas 1 dia. Esses animais também tiveram a quantidade de
ferro sérica diminuida quando comparada com os valores de referéncia de animais sem

tumor (Tabela 11).



Tabela 11. Anélises bioguimicas de camundongos com melanoma realizadas ap6s 1 dia ou 7 dias da injecéo intratumoral de PBS (sem tratamento), FMS e FM.

Camundongos sem tumor foram utilizados como controle.
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Bilirrubina  Bilirrubina  Bilirrubina Fosfatase - . -
Grupos Totais Direta Indireta AST ALT Alcalina Creatinina  Ureia Ferro sérico
(ma/dL) (mg/dL) (ma/dL) (U/L) (U/L) (L) (mg/dL) (mg/dL) (mcg/dL)
Sem Tumor 0,07 £ 0,02 0,05+ 0,02 0,01+0,01 150,00 + 85,86 42,67 +7,94 125,83 + 7,57 0,25+ 0,06 72,33 + 8,02 152,50 + 8,46
Tumor 1d 0,05+0,01 0,04 £ 0,01 0,02 +£0,01 105,33 + 34,50 31,67 +4,51 115,33 + 11,93 0,29 £ 0,04 64,33 + 13,58 144,67 £ 9,07
0,06 + 0,01 0,05+ 0,01 0,01+£0,00° 107,33+2391 33,50 + 4,32 119,83 + 7,00 0,27+0,04 67,83+549 151,17 + 20,53
0,06 + 0,01 0,06 + 0,01 0,01 +£0,00 92,80 + 21,53 32,20 £ 5,45 124,40 + 20,38 0,26 £ 0,04 72,00 + 12,83 130,20 + 18,57
Tumor 7d 0,06 + 0,01 0,04 £ 0,01 0,03 +0,02° 329,33 £137,31 69,00 + 18,73"¢¢ 80,00 + 30,79 0,22 £ 0,02 78,00 + 0,00 86,33 + 24,58*¢
0,06 + 0,01 0,04 +0,02 0,02+0,01° 245,20 + 133,75 46,80 + 15,16 90,20 + 28,93 0,28+0,10 72,40 +5,90 118,00 + 35,11
0,06 + 0,04 0,03+ 0,02 0,03+0,03 318,17 + 174,42 54,83 + 20,54 83,00 + 25,67%¢ 0,27 £ 0,07 82,17+ 7,57 131,83 + 41,07
0,643 0,262 0,125 0,004 0,002 0,002 0,811 0,066 0,023

AST = aspartato aminotransferase; ALT = alanina aminotransferase. P-valores de Bilirrubina Total e suas frac6es foram gerados pelo teste de Kruskall-Wallis, enquanto
p-valores para 0s outros parametros foram gerados por ANOVA. As letras minusculas indicam diferencas significativas detectadas pelo teste U de Mann-Whitney ou
teste de Bonferroni em comparac6es 2 a 2, sendo a = significativo comparado com grupo Sem Tumor; b = significativo comparado com grupo Tumor 1d sem tratamento.
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Avaliacdo clinica foi realizada nos camundongos a fim de identificar possiveis
sinais de letargia ou agitacdo dos animais, perda ou ganho de peso, perda de pelos ou
ainda outros sintomas ou efeitos sentidos durante a injecdo dos fluidos magnéticos no
tumor e durante o tempo de acompanhamento dos animais.

Os pesos dos animais, os pesos do figado, bago e rins foram anotados apds o
sacrificio dos mesmos (Tabela 12). Nenhuma perda significante de peso corporal foi
observada nos diferentes grupos. Também ndo foram encontradas alteracdes
significativas no peso dos rins dos animais entre os grupos analisados. O figado dos
animais que foram injetados com FMS e sacrificados no dia seguinte apresentou
diferenca significativa em relagdo ao grupo de animais sem tumor, porém néo diferiu de
nenhum grupo dos animais com tumor. A altera¢do no peso do baco s6 aconteceu para o
grupo de animais com tumor e sem tratamento analisados em 1 dia, 0s quais tiveram o

peso diminuido em relacdo a maioria dos outros grupos (Tabela 12).

Tabela 12. Pesos corporal, do figado, baco e rins de camundongos com melanoma que foram
eutanaziados em 1 dia ou 7 dias ap0s injecao intratumoral de PBS (sem tratamento), FMS e FM.
Camundongos sem tumor foram utilizados como controle.

Grupos Peso corpo (g)  Peso figado (g) Peso bago (g) Peso rins (g)
Sem Tumor 22,08 £ 0,67 1,25+ 0,08 0,10+0,01 0,25+ 0,02
Tumor 1d Sem trat. 20,25+ 1,63 1,09 + 0,02 0,06 + 0,01° 0,26 £ 0,04
FMS 19,98 £ 0,84 1,01 £0,11° 0,08 £0,01 0,26 £ 0,02
FM 20,89 + 0,86 1,08 + 0,05 0,09 +0,01° 0,27 £ 0,02
Tumor 7d Sem trat. 22,47+ 1,65 1,15+ 0,09 0,10 + 0,02 0,26 £ 0,03
FMS 20,80 = 2,05 1,10+ 0,12 0,08 +0,01° 0,24 £ 0,02
FM 21,30+ 1,22 1,09+ 0,15 0,12 +0,07° 0,25+ 0,04
P-valores 0,073 0,021 0,066 0,684

P-valores do Peso corporal e Peso figado foram gerados por ANOVA, enquanto p-valores para
0 Peso baco e Peso rins foram gerados pelo teste de Kruskall-Wallis. As letras mindsculas
indicam diferencas significativas detectadas pelo teste U de Mann-Whitney ou teste de
Bonferroni em comparacdes 2 a 2, sendo a = significativo comparado com grupo Sem Tumor; b
= significativo comparado com grupo Tumor 1d sem tratamento.

4.7.3 Biodistribuicao de FMS no tumor

Para confirmar que os fluidos magnéticos FMS e FM ficam confinados no tumor

e, portanto, ndo sao capazes de causar toxicidade aos demais tecidos, estudos adicionais
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de microTC foram realizados. Uma vez que as amostras FMS e FM possuem potencial
para serem detectadas em imagens de microTC, andlises nos camundongos também
foram feitas para demonstrar esse potencial in vivo.

Inicialmente, um experimento piloto foi realizado e injetou-se no tumor de um
camundongo 30 pL de FMS, o que corresponde a 550 g Fe total e 173 pg de Selol. As
imagens tomogréficas mostram que, de modo semelhante aos testes in vitro, também é
possivel visualizar o fluido FMS no tumor dos animais mesmo apds 72 horas apos a

aplicacdo da amostra (Figura 43).

Figura 43. Imagens de tomografia de um camundongo com melanoma em diferentes tempos da
injecdo do fluido magnético FMS. (A) Tomografia do camundongo antes da injegdo da amostra
FMS. (B) Tomografia do mesmo animal logo apds a injecdo intratumoral de FMS (550 ug de Fe
total). (C) Tomografia apds 72 horas da injecdo do fluido, mostrando que o mesmo permanece
no local de injecéo.
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Para avaliar quanto tempo as nanoparticulas permaneciam no melanoma e a fim
de se quantificar essa amostra dentro do tumor, foi realizado um experimento de injegéo
intratumoral de FMS ou FM e acompanhamento dos camundongos ao longo do tempo.
Sete dias apds a inducdo do melanoma, os animais foram tomografados antes e apés a
injecdo dos fluidos no tumor e acompanhados por até 72 horas. As imagens
tomograficas foram reconstruidas e a regido tumoral foi analisada e quantificada
utilizando unidades de Hounsfield (HU) (Figura 44).
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Figura 44. Quantificacdo ao longo do tempo para os fluidos FMS e FM injetados dentro do
tumor de camundongos.

Os resultados mostraram que tanto FMS quanto FM possuem contraste in vivo
em microTC, o que permite a quantificacdo dos fluidos magnéticos no tumor ao longo
do tempo. Apesar dos resultados ndo serem estatisticamente significativos, o fluido
FMS apresenta maior densidade em relacdo ao FM.

Para complementar as analises, foram realizadas reconstrucfes tridimensionais
dos camundongos escaneados ao longo do tempo, para realgar algumas estruturas mais
densas do corpo dos animais, incluindo os fluidos magnéticos. As imagens ilustram bem
a elevada densidade gerada pelo fluido magnético quando este € injetado no tumor dos
animais (Figura 45). As imagens também mostram que & medida que o melanoma

cresce, o fluido magnético se torna mais espalhado dentro do tumor, fazendo com que o
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contraste diminua, mas que ainda € possivel sua visualizagdo até 72 h ap6s a inje¢do da

amostra.

Figura 45. Imagens tomogréaficas tridimensionais de um camundongo que recebeu FMS dentro
do tumor. Os modelos reconstruidos mostram que o fluido magnético permanece no tumor ao
longo do tempo.

4.7.4 Magnetohipertermia

Apds a caracterizacdo das amostras FMS e FM sob varios aspectos, o fluido
magnético contendo Selol foi testado em relacdo a sua capacidade de aquecer sob
inducdo de um campo magnético alternado apds ser injetado dentro do tumor do animal.
Para este ensaio, o camundongo foi anestesiado e colocado dentro do equipamento
gerador de campo magnético alternado (CMA), de modo que o tumor ficasse localizado
no centro da bobina (Figura 46A). Os camundongos receberam injecdo intratumoral de
FMS ou PBS (controle negativo) e foram deixados no equipamento por 30 minutos.

Para averiguar se houve aquecimento no tumor, andlises qualitativas foram
realizadas através de imagens por termografia. As imagens foram tiradas antes de o
animal entrar no equipamento e imediatamente ap0s a saida dos animais do campo
magnético (Figura 46). Os resultados mostram que o0s animais que receberam FMS, ao
contrario dos que receberam PBS, apresentaram aquecimento no tumor. E possivel
observar também que ndo houve aguecimento em outras areas do corpo, sugerindo que
0 aquecimento era especifico e induzido pela presenca das nanoparticulas magnéticas no

tumor.
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Figura 46. Magnetohipertermia utilizando o fluido magnético FMS. (A) Camundongo deitado
dentro da bobina do equipamento gerador de CMA. A seta vermelha aponta para o tumor,
localizado no centro da bobina. Camundongo que recebeu (B) FMS ou (C) PBS no tumor e suas
imagens termograficas antes e depois da aplicacdo do CMA.

4.7.5 Tratamento do melanoma

Tendo verificado que a amostra FMS é capaz de aquecer dentro do tumor do
camundongo, o fluido magnético foi utilizado para o tratamento do melanoma dos
animais utilizando magnetohipertermia.

O tratamento foi baseado em apenas uma aplicacdo da amostra e 3 exposic¢des ao
CMA em dias consecutivos. Foram utilizados quatro grupos de camundongos, incluindo
tratamento e controle, estando assim distribuidos: [1] animais que ndo tiveram nenhum
tratamento, [2] animais submetidos somente ao CMA, [3] animais tratados com FMS +
CMA e [4] animais tratados com FM + CMA. Os animais de cada grupo foram
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divididos e uma parte foi analisada 1 dia ap6s o término do tratamento e a outra parte
foi analisada uma semana ap0s o término do tratamento.

O primeiro aspecto observado foi o estado da doenca nos animais. Se por um
lado ndo foram observadas alteracGes comportamentais e clinicas nos grupos analisados
apos 1 dia do tratamento, por outro, em todos 0s grupos analisados com 7 dias havia
animais em estado morbido, com a atividade motora diminuida, caracterizado por
isolamento no canto da gaiola, sem reagir quando eram pegos para a imobilizacdo. Nos
animais que receberam tratamento de fluido magnético + CMA, observou-se que eles
eram mais ativos e o estado de morbidade em geral era menor do que nos outros grupos.
No grupo que sé recebeu CMA e que foi deixado por 7 dias para a analise, houve morte
de 2 dos 3 animais. Por esse motivo, esse grupo foi excluido de algumas analises
estatisticas.

O peso dos animais foi monitorado durante o regime de tratamento e no dia em
que foram sacrificados (Figura 47). O grafico de peso ap6s 24 h do fim do tratamento
mostrou uma tendéncia dos animais tratados com fluido magnético + CMA manterem
seu peso apos o ciclo de tratamento quando comparados com 0s animais ndo tratados e
com o0s animais submetidos apenas ao CMA, os quais tiveram perda de peso no dia
seguinte ao término do tratamento. Apesar disso, 0s valores ndo foram estatisticamente
significativos. No grafico que mostra os pesos dos animais apés 7 dias do fim do

tratamento, também ndo houve diferenca estatistica entre os pesos analisados.
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Figura 47. Peso corporal dos camundongos acompanhados por 1 dia (grafico da esquerda) e 7
dias (gréafico da direita) apés um ciclo (3 dias) de tratamento tumoral com magnetohipertermia.

O volume dos tumores dos animais também foi acompanhado durante os dias de
tratamento e de acordo com o grafico da Figura 48, parece haver uma tendéncia de

manutencdo do volume tumoral dos animais tratados enquanto que 0s animais nao
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tratados tiveram um aumento de volume perceptivel um dia apds o ciclo de tratamento.
No entanto, essa diferencga entre os grupos nao foi estatisticamente significativa. Ja ap6s
7 dias de acompanhamento, os dados mostram com clareza que 0s tumores ndo pararam
de crescer ap0s o tratamento e todos os nddulos tumorais encontram-se com um volume

aproximado de 1300 mm? (Figura 48).

300+ 2000+

-
(3.
(=3
?

FMS + CMA
FM + CMA
Sé CMA
Sem trat.

REd

500

Volume tumoral (mm?®)
—
(3.
o
1
Volume tumoral (mm?)
=)
[=}
<

Dia1 Dia2 Dia3 Dia4 Dia1 Dia2 Dia3 Dia10
Tempo Tempo

Figura 48. Volume tumoral dos camundongos acompanhados por 1 dia (gréafico da esquerda) e
7 dias (grafico da direita) ap6s um ciclo (3 dias) de tratamento do melanoma com
magnetohipertermia.

O peso do tumor também foi analisado apds o sacrificio dos animais nos dias 1 e
7 apobs o tratamento (Figura 49). Em concordancia com os dados de volume tumoral,
esses resultados mostram que no dia seguinte ao término da magnetohipertermia, 0s
pesos dos tumores dos camundongos dos grupos tratados com fluido magnético
juntamente com CMA foram menores em relacdo aos tumores do grupo de animais que
ndo receberam tratamento ou daqueles que foram submetidos apenas ao CMA. Apesar
dessa diminuicdo, os resultados nao foram estatisticamente significativos.

As medidas dos pesos dos tumores ap6s 7 dias do término do tratamento dos
animais mostraram tumores significativamente mais pesados em relacdo ao periodo de
tratamento, evidenciando que os nddulos tumorais continuaram a crescer depois da
terapia. N&o houve diferenca estatistica entre os diferentes grupos analisados (Figura
49).
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Figura 49. Peso dos tumores dos camundongos em diferentes grupos apds 1 dia e 7 dias do
tratamento tumoral com magnetohipertermia.

As areas de necrose nos tumores dos animais foram quantificadas e os resultados
mostraram que os camundongos dos grupos que receberam fluido magnético e CMA
tiveram maior quantidade de necrose no tumor do que 0s animais que ndo receberam
tratamento (Figura 50).

Necrose (%)
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Figura 50. Porcentagem de necrose nos tumores dos camundongos em diferentes grupos apés 1
dia do tratamento tumoral com magnetohipertermia.

Exames de hematologia (hemograma, leucograma e plaquetograma) e
bioquimica também foram realizados para verificar possiveis alteracfes ou manutencoes

dos valores de normalidade para os animais tratados com fluidos magnéticos + CMA.
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A Tabela 13 mostra o eritrograma completo dos animais. Animais tratados com
fluido + CMA acompanhados por 7 dias tiveram niveis diminuidos de eritrocitos e de
hemoglobina em relagdo a animais sadios. Estes mesmos grupos tiveram os valores de
volume corpuscular médio (VCM) aumentados em relacdo aos valores de referéncia e
em relacdo aos respectivos grupos analisados apés 1 dia do tratamento. Ainda, 0 grupo
FM + CMA 7d também apresentou aumento da porcentagem da largura de distribuigéo
dos eritrécitos (RDW) em relacao ao controle e em relacdo ao mesmo grupo com 1 dia
de anélise (Tabela 13).
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Tabela 13. Eritrograma de camundongos com melanoma realizado ap6s 1 dia ou 7 dias do tratamento com magnetohipertermia. Camundongos sem tumor,
sem tratamento ou que foram submetidos somente ao CMA foram utilizados como controle.

Grupos Eritrdcitos Hemoglobina Hematocrito VCM HCM CHCM RDW
(x 10°/uL) (g/dL) (%) (fL) (P9) (9/dL) (%)

Sem Tumor 8,60 £ 0,46 12,88 £ 0,73 31,63+ 1,61 36,82 + 0,28 15,02 £ 0,42 40,73+ 1,25 13,95+ 0,99

Tumor 1d Sem trat. 8,18 £ 0,27 12,47 £ 0,72 30,13+ 1,54 36,83 + 0,68 15,23+ 0,45 41,37+ 0,49 13,53+ 0,55
S6 CMA 7,60 0,30 11,67 £0,21 27,87 +1,04 36,67 = 0,06 15,37 £0,38 41,90+ 1,06 13,47 £ 0,40
FMS + CMA 7,92+0,15 11,78 + 0,19 29,04 +0,48 36,66 + 0,43 14,88 + 0,30 40,58 + 0,39 13,64 £ 0,73
FM + CMA 8,04+ 0,17 11,94 + 0,30 29,62 + 0,64 36,86 + 0,26° 14,86 + 0,15 40,30 + 0,34 13,40 £ 0,25

Tumor 7d Sem trat. 4,46 + 3,73 6,75+ 5,59 16,80 + 13,29° 38,85 + 2,62 15,25+0,21 39,30+ 2,12 19,70 £ 9,19
FMS + CMA 4,35 + 2,149 6,82 + 3,22° 22,80 + 3,54 44,18 +7,72%¢ 15,70 £ 1,06 36,18 + 4,52 25,43 + 10,76
FM + CMA 4,61 +2,.82° 7,10 + 4,47% 21,43 + 8,93 37,88 + 0,40*° 15,28 £ 0,50 40,30 + 1,08 16,20 + 0,91%¢
P-valores 0,000 0,000 0,000 0,011 0,021 0,051 0,034

VCM = Volume Corpuscular Médio; HCM = Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM = Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média; RDW =
Largura de Distribuicdo dos Eritrécitos (indica a anisocitose).
P-valores de VCM, HCM e RDW foram gerados pelo teste de Kruskall-Wallis, enquanto p-valores dos outros parametros foram gerados por ANOVA. As
letras minusculas indicam diferencas significativas detectadas pelo teste U de Mann-Whitney ou teste de Bonferroni em comparagdes 2 a 2, sendo a =
significativo comparado com grupo Sem Tumor; b = significativo comparado com grupo Tumor 1d sem tratamento; ¢ = significativo comparado com grupo

Tumor 1d S6 CMA,; d = significativo comparado com grupo Tumor 1d FMS + CMA; e = significativo comparado com grupo Tumor 1d FM + CMA.
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Os dados obtidos no leucograma (Tabela 14) ndo indicam alteracdes relevantes
no nimero de leucdcitos totais, neutrofilos + monacitos e eosinéfilos para nenhum dos
grupos analisados. No entanto, algumas varia¢cdes foram encontradas na quantidade de
linfécitos, como a diminuicdo nos niveis dessas células nos animais que receberam
somente CMA e naqueles que receberam FMS + CMA em relacdo aos animais sem
tratamento, todos analisados ap6s 1 dia. Porém, a uUnica diferenca do numero de
linfécitos em relacdo aos animais sadios (controle de referéncia) aconteceu no grupo
FM + CMA 7d, os quais tiveram quantidades significativamente mais baixas em relacao

ao controle (Tabela 14).

Tabela 14. Leucograma de camundongos com melanoma realizado ap6s 1 dia ou 7 dias do
tratamento com magnetohipertermia. Camundongos sem tumor, sem tratamento ou que foram
submetidos somente ao CMA foram utilizados como controle.

Leucocitos Linfécitos Neutréfilos + Eosinoéfilos
(x 10%/pL) (x 10%/pL) Monocitos (x 10%/pL)
Grupos 3
(x 10°/pL)
Sem Tumor 5,03+1,52 4,00+1,31 1,02 +0,24 0,02 £ 0,04
Tumor 1d Sem trat. 7,20 £ 2,66 6,00 £ 2,35 1,20 + 0,35 0,00 + 0,00
S6 CMA 3,40+ 0,46 2,70 £ 0,40° 0,70+0,10 0,00 + 0,00

FMS + CMA 3,42 +0,55 2,78 £ 0,51° 0,60 + 0,07 0,04 +0,05
FM + CMA 5,68 £ 0,63 450+045*° 1,18+0,33 0,00 £ 0,00
Tumor 7d Sem trat. 4,95+ 3,75 3,45+ 2,76 1,50+ 0,99 0,00 £ 0,00
FMS + CMA 5,03+£2,19 4,00 £2,15 1,03+0,78 0,00 £ 0,00
FM + CMA 3,73+£2,59 2,13+0,92*° 158+1,76 0,03 +0,05
P-valores 0,130 0,055 0,119 0,608

P-valores de Linfdcitos e Eosindfilos foram gerados pelo teste de Kruskall-Wallis, enquanto p-
valores dos outros pardmetros foram gerados por ANOVA. As letras minusculas indicam
diferencas significativas detectadas pelo teste U de Mann-Whitney ou teste de Bonferroni em
comparagdes 2 a 2, sendo a = significativo comparado com grupo Sem Tumor; b = significativo
comparado com grupo Tumor 1d sem tratamento; ¢ = significativo comparado com grupo
Tumor 1d S6 CMA; d = significativo comparado com grupo Tumor 1d FMS + CMA; e =
significativo comparado com grupo Tumor 1d FM + CMA.

As analises das plaquetas e seus parametros associados (Tabela 15) revelaram
gue os camundongos do grupo FMS + CMA 7d tiveram o numero de plagquetas
diminuidas em relagdo ao grupo FMS + CMA 1d, o que por sua vez teve um volume

plaquetario médio (VPM) menor quando comparado aos animais sem tumor.
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De modo contrario, animais do grupo FM + CMA 7d tiveram um aumento do
VPM em relagdo ao seu respectivo grupo analisado apos 1 dia do término do tratamento
(Tabela 15).

Tabela 15. Plaquetograma de camundongos com melanoma realizado ap6s 1 dia ou 7 dias do
tratamento com magnetohipertermia. Camundongos sem tumor, sem tratamento ou que foram
submetidos somente ao CMA foram utilizados como controle.

Grupos PLT (x10%uL) VPM(fL)  P-LCR (%) PDW (fL)

Sem Tumor 831,50 +209,38  7,78+051 16,68 +450 7,74 +051

Tumor 1d Sem trat. 1003,00+16,97  7,05+007  10,75+106 7,45+0,21
S6 CMA 936,33+8208  7,17+015 11,77+189 7,20 +0,00

FMS + CMA 999,20 + 61,85 7,12+0,30° 10,98+161 7,40+0,22
FM + CMA 902,20 + 31,23 7,12+0,11 10,88+ 1,45 7,24+0,15
Tumor 7d Sem trat. 649,00 + 199,40 7,60+ 0,00 9,85+ 2,62 7,75+ 0,35
FMS+CMA  526,33+198,66° 7,98+0,96 1557+9,62 8,22+1,13
FM + CMA 639,33 £ 213,85 7,70£0,36° 13,60+576 7,70+0,36
P-valores 0,001 0,15 0,441 0,215

PLT = Plaquetas; VPM = Volume Plaguetario Médio; P-LCR = Razéo de Macroplaquetas;
PDW = Largura de Distribui¢do de Plaquetas. P-valor de VPM foi gerado pelo teste de
Kruskall-Wallis, enquanto p-valores dos outros parametros foram gerados por ANOVA. As
letras minusculas indicam diferencas significativas detectadas pelo teste U de Mann-Whitney ou
teste de Bonferroni em comparagdes 2 a 2, sendo a = significativo comparado com grupo Sem
Tumor; b = significativo comparado com grupo Tumor 1d sem tratamento; ¢ = significativo
comparado com grupo Tumor 1d S6 CMA,; d = significativo comparado com grupo Tumor 1d
FMS + CMA; e = significativo comparado com grupo Tumor 1d FM + CMA.

A dosagem sérica de parametros biogquimicos (Tabela 16) demonstrou varias
alteracdes entre os diversos grupos. A mais expressiva delas parece ser a diminuigéo
dréstica da fosfatase alcalina em todos os grupos acompanhados por 7 dias ap0s o
tratamento. Os valores de fosfatase alcalina desses grupos diferiram tanto em relagéo
aos valores de referéncia quanto em relagdo aos respectivos grupos analisados em 1 dia.

Outras alteracdes bioguimicas ocorridas incluem o grande aumento de niveis de
aspartato aminotransferase (AST) no grupo FM + CMA 7d quando comparados com 0
controle e também com o respectivo grupo de 1d, diminuic¢do do ferro sérico no grupo
FM + CMA 1d em relacdo a animais sem tumor, e algumas mudangas nos valores de
bilirrubina e suas fracGes para os grupos que foram tratados com fluido e CMA (Tabela
16).
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Tabela 16. Analises bioquimicas de camundongos com melanoma realizado ap6s 1 dia ou 7 dias do tratamento com magnetohipertermia. Camundongos sem tumor, sem
tratamento ou que foram submetidos somente ao CMA foram utilizados como controle.

Bilirrubina Bilirrubina Bilirrubina Fosfatase - . -
Grupos Totais Direta Indireta AST ALT Alcalina Creatinina  Ureia Ferro serico
(ma/dL) (ma/dL) (mg/dL) (U/L) (U/L) (UIL) (mg/dL) (mg/dL) (mcg/dL)
Sem Tumor 0,07 £ 0,02 0,05+0,02 0,01+0,01 150,00 + 85,86 42,67 +7,94 125,83 + 7,57 0,25+ 0,06 72,33+ 8,02 152,50 + 8,46
Tumor 1d Sem trat. 0,11 + 0,04 0,11+0,04 0,03+0,02 109,67 + 3,51 46,00 + 3,46 111,33 +5,13 0,27 £ 0,04 64,33 £ 6,51 147,67 + 20,98
S6 CMA 0,08 £ 0,03 0,06 £0,02 0,03+0,01* 102,67 + 29,84 35,33+3,21 105,33 + 2,52 0,21+0,02° 64,00 +2,00 159,67 + 36,90
FMS + CMA 0,05 £ 0,01° 0,03+£0,01*®  0,02+0,00° 72,40+ 4,56 3540+ 2,88 109,00 + 7,18 0,22+0,03 71,80+10,57 142,80 + 14,86
FM + CMA 0,06 +0,01° 0,05 + 0,01° 0,01+ 0,00°¢ 97,20 + 12,52 40,00 + 4,53 116,20 + 16,07 0,27+0,03° 63,20 6,57 128,20 + 13,22°
Tumor 7d Sem trat. 0,10 £ 0,00 0,09+ 0,01 0,02+0,01 279,00 + 25,46 54,00 + 4,24 50,00 + 8,49%" 0,22+0,01 81,00+21,21 180,50 + 160,51
FMS + CMA 0,12 + 0,01%¢ 0,10 + 0,01*¢ 0,02 +0,01 343,50 £ 174,25 53,67 +14,12 41,17 +16,40* 0,19+ 0,05 72,50+ 28,88 98,83+77,74
FM + CMA 0,11 +0,01*¢ 0,09 +0,01*¢ 0,02 +0,01 426,20 + 124,29*° 71,60+ 2526 44,00 + 11,02%¢ 0,25+0,08 82,60+ 28,82 152,40 + 60,57
P-valores 0,000 0,000 0,137 0,000 0,395 0,000 0,285 0,769 0,282

AST = aspartato aminotransferase; ALT = alanina aminotransferase. P-valores de Bilirrubina Direta, Bilirrubina Indireta, Creatinina e Ferro sérico foram gerados pelo
teste de Kruskall-Wallis, enquanto p-valores para os outros parametros foram gerados por ANOVA. As letras minusculas indicam diferencas significativas detectadas
pelo teste U de Mann-Whitney ou teste de Bonferroni em comparacgdes 2 a 2, sendo a = significativo comparado com grupo Sem Tumor; b = significativo comparado
com grupo Tumor 1d sem tratamento; ¢ = significativo comparado com grupo Tumor 1d S6 CMA,; d = significativo comparado com grupo Tumor 1d FMS + CMA; e =
significativo comparado com grupo Tumor 1d FM + CMA.
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5 DISCUSSAO

Nesta pesquisa foram feitos testes para avaliar a potencialidade de nova amostra
de fluido magnético no tratamento do melanoma por magnetohipertermia e como meio
de contraste em exames de microtomografia computadorizada (microTC). Diversas
nanoestruturas estdo sendo atualmente testadas como agentes terapéuticos, diagndsticos
e prognosticos (CAMPOS DA PAZ, 2012; CHENG et al., 2012; ESTEVANATO, 2012;
HALLOUARD et al., 2013; JAIN, 2010; PORTILHO, 2011; SAHOO; PARVEEN;
PANDA, 2007). Neste contexto, as nanoparticulas magnéticas, as quais constituem os
fluidos magnéticos, possuem grande visibilidade porque representam amostras
biocompativeis, versateis e multifuncionais, cujas principais vantagens sobre 0s outros
sistemas sdo o direcionamento magnético ao alvo, uso como meios de contraste em
exames de imagem e a realizacdo da técnica de magnetohipertermia para o tratamento
do céncer.

O fluido magnético contendo Selol (FMS) representa uma nova amostra
preparada a partir de uma amostra ja previamente utilizada e caracterizada pelo grupo
da Profa. Emilia Lima (DE SOUZA et al., 2011; DOS SANTOS, 2012), esta constituida
de nanoparticulas de magnetita cobertas com bicamada de acido laurico (amostra FM).
A utilizacdo de um composto simples com capacidade de ligar drogas sem uma quimica
complexa, como o &cido laurico, pode apresentar vantagens sobre moléculas ligantes
sofisticadas, principalmente em relacdo a influéncia na estrutura molecular, liberacéo,
biodisponibilidade e eficacia da droga aplicada, assim como na toxicidade do sistema
como um todo (TIETZE et al., 2013). Alguns estudos ja mostraram que nanoparticulas
de magnetita funcionalizadas com bicamada de acido laurico sdo nanoparticulas
adequadas para a associacdo de moléculas com baixa solubilidade em meio aquoso (DE
SOUZA et al., 2011; DOS SANTOS, 2012; SALDANHA, 2012; TIETZE et al., 2013) e
0 Selol, por ser uma substancia lipofilica (SUCHOCKI; JAKONIUK; FITAK, 2003),
também foi associado a essas nanoparticulas, produzindo o fluido magnético FMS.

Neste trabalho, foi realizada a caracterizagdo dessa nova amostra FMS e também
da amostra utilizada como controle, a FM, em diversos aspectos como tamanho,
estabilidade, toxicidade, interiorizagéo e densidade em microTC.

A média do didmetro fisico obtido para as nanoparticulas dos fluidos FMS e FM,

utilizando MET, foi de 8,3 e 8,1 nm, respectivamente. Esses resultados corroboram os
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resultados de caracterizacdo previamente obtidos para as mesmas amostras pelo grupo
da profa. Emilia, que utilizaram a técnica de difracdo de raios x (DRX) para analisar o
tamanho dessas nanoparticulas, tendo obtido o diametro de 7,64 para ambas as
amostras. A pequena diferenca observada nos resultados é devido ao emprego de
diferentes metodologias, 0 que esta de acordo com os resultados prévios (LACAVA et
al., 2001) e os obtidos por Mamani e colaboradores (2013), os quais também obtiveram
um tamanho menor da nanoparticula de magnetita por DRX (8,4 nm) do que pela
técnica de MET (9,4 nm). Portanto, levando-se em consideracdo as limitacdes de cada
método, como o fato do diametro das nanoparticulas serem medidas manualmente nas
analises por MET, por exemplo, essas pequenas diferencas ndo foram consideradas na
avaliacdo da amostra. De qualquer modo, os didmetros obtidos para as nanoparticulas
sdo pequenos, em consonancia com o0s obtidos por outros autores que utilizando o
mesmo tipo de nanoparticulas (magnetita coberta com bicamada de acido laurico) e o
mesmo método de preparo (co-precipitacdo) relatam nos resultados fornecidos por MET
amostras variando de 7,4 a 10,0 nm de didametro (AVDEEV et al., 2010; MAMANI et
al., 2013; PRADHAN et al., 2007). Para aplicacGes biomédicas, 0 método de preparo de
nanoparticulas de o6xido de ferro mais utilizado é a co-precipitacdo de ions de ferro em
meio alcalino (MAMANI et al., 2013) e os resultados similares obtidos quanto ao
tamanho nas nanoparticulas demonstram a boa reprodutibilidade da metodologia.

Alem do didmetro pequeno, as fotomicrografias de MET revelaram a forma
esférica das nanoparticulas, caracteristica também em acordo com os dados da literatura
que utilizaram NPM cobertas com bicamada de &cido laurico (AVDEEV et al., 2010;
MAMANI et al., 2013; PRADHAN et al., 2007a). N&o é possivel fazer inferéncias
sobre o grau de agregacdo das nanoparticulas pela técnica de MET, uma vez que para
serem observadas por esta técnica, as amostras devem ser desidratadas. De qualquer
forma, outras técnicas permitem concluir que as amostras ndo formam aglomeragdes
entre si, como a medida do indice de polidispersividade (IPD) e do potencial zeta,
discutidas abaixo. ObservacOes feitas em microscopia de luz, no momento em que as
células eram tratadas com os fluidos magnéticos, mostraram que ndo havia qualquer
grau de agregacdo macroscopica das nanoparticulas em meio de cultura contendo soro.
No entanto, essa aglomeracdo comegou a ser notada, aproximadamente, trés anos apos o

preparo das amostras.
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O diadmetro hidrodindmico e o IPD das nanoparticulas foram obtidos logo apds
seu preparo pelo grupo da profa. Emilia Lima e também foram medidos ao longo do
tempo (em 24, 36 e 48 meses apds a sintese) para acompanhar possiveis mudangas que
pudessem indicar aglomeracdo ou desestabilizacdo da dispersdo de nanoparticulas.
Verificou-se que a adicdo de Selol as nanoparticulas ndo alterou expressivamente o
diametro das mesmas (de 84,3 nm na amostra FM para 91,7 nm na FMS), sendo
compativel com a presenca de outra substancia e que esse tamanho foi mantido ao longo
do tempo. Apesar dos resultados mostrarem tendéncia de aumento do didmetro
hidrodinamico em ambas as amostras, analisadas em diferentes temperaturas e ao longo
do tempo, esse aumento ndo foi estatisticamente significativo, sugerindo que as
nanoparticulas ndo possuem tendéncia a aglomeragdo e precipitacdo. No entanto, as
nanoparticulas de FMS quando foram analisadas a 37°C e ap6s 48 meses do seu preparo
parecem formar, de acordo com os gréaficos da Figura 23B, uma segunda subpopulacao
de agregados de particulas de tamanho maior, em torno de 4.000 nm (4um). Do mesmo
modo, as nanoparticulas do fluido FM também mostraram o aparecimento dessa
subpopulacdo apds 36 meses do seu preparo (Figura 24), evidenciando maior
estabilidade de FMS do que de FM. Apesar de essa subpopulacdo de maior tamanho ser
insignificante quando comparada com a grande populacdo de nanoparticulas de
distribuicdo monomodal em torno de 100 nm, ela confirma a agregacdo de
nanoparticulas que foi observada em microscopia de luz para as amostras ap6s longo
tempo do seu preparo. Outro dado importante obtido dessas analises de diametro
hidrodinamico foi que os tamanhos dos agregados de nanoparticulas medidos a 37°C
ndo foram estatisticamente significativos em relacdo aos tamanhos obtidos a
temperatura ambiente, o que sugere a possibilidade de aplicacdo dos fluidos em
temperaturas fisioldgicas corporais sem as desvantagens em relacdo a aglomeracédo das
nanoparticulas, muito comum em varios tipos de amostras nanoestruturadas (IOCCA,
2013; LI; KANER, 2006).

Vale ressaltar que os didmetros hidrodinamicos médios encontrados na literatura
para nanoparticulas de 6xido de ferro cobertos com bicamada de acido laurico variam
de 61 a 165 nm (IOCCA, 2013; PRADHAN et al., 2007a; TIETZE et al., 2013),
concordando com os resultados aqui obtidos.

Em relacdo as analises do indice de polidispersividade (IPD), ambos os fluidos

apresentaram valores baixos para este parametro. O IPD é uma medida que indica a
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variabilidade de tamanho das nanoparticulas, sendo um IPD abaixo de 0,3 fundamental
para evitar embolia e para aumentar a taxa de aquecimento no caso da
magnetohipertermia (KHANDHAR; FERGUSON; KRISHNAN, 2011; KHANDHAR
et al., 2012a, 2012b). Portanto, os IPD encontrados neste trabalho, principalmente para
FMS, preenchem esse requisito, indicando uma distribuicdo de tamanho monomodal
para as nanoparticulas dos fluidos magnéticos ou, em outras palavras, baixa
polidispersividade.

A avaliacdo dos valores de potencial zeta mostrou que as NPM, contendo ou néo
Selol, apresentaram cargas negativas. Nanoparticulas funcionalizadas com bicamadas de
acido laurico possuem cargas negativas devido a presenca de grupos carboxilato em sua
superficie (DOS SANTOS, 2012). O Selol possui carga positiva (SUCHOCKI et al,
2007), mas as nanoparticulas do fluido FMS mantiveram a carga negativa apds seu
preparo. O fato da carga negativa do &cido laurico ter superado a carga positiva do Selol
na amostra FMS pode ser um indicativo de que o Selol ndo estd cobrindo toda a
superficie das nanoparticulas, mas sim que esta entremeado na bicamada de &cido
laurico, ou ainda que exista pequena quantidade de Selol funcionalizado na
nanoparticula.

Os resultados de potencial zeta evidenciaram valores absolutos elevados, o que
coloca essas nanoparticulas como sistemas bastante estaveis. Valores absolutos de
potencial zeta maiores que 30 mV sdo considerados atributos que conferem boa
estabilidade da suspenséo coloidal (SHAW, 1975), uma vez que a repulsdo eletrostatica
contribui significativamente para esta estabilidade, ndo sendo, no entanto, a Unica
caracteristica que confere estabilidade as nanoparticulas.

O potencial zeta das amostras foi analisado em duas temperaturas diferentes (25
e 37°C) e nas medidas realizadas a 37°C o valor absoluto do potencial zeta de ambas as
amostras foi menor quando comparado aos valores medidos a temperatura ambiente,
indicando menor estabilidade em temperaturas mais elevadas. De modo semelhante aos
resultados obtidos para o tamanho das nanoparticulas e para os IPD, os valores de
potencial zeta também nédo variaram quando as amostras foram analisadas por até 48
meses apds seu preparo. locca (2013) analisou a estabilidade de nanoparticulas de
maghemita cobertas com bicamada de &cido laurico ao longo do tempo, por até 240
dias, para amostras que foram mantidas a 4°C e a temperatura ambiente. No estudo em

questdo, foi demonstrado que os parametros de diametro hidrodinamico, IPD e potencial
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zeta ndo apresentaram variacdo significativa ao longo do tempo. Inclusive, foi
demonstrada a manutencdo da estabilidade das nanoparticulas mesmo apds passarem
por processo de esterilizagdo por autoclave (IOCCA, 2013). Esses resultados
corroboram com os achados no presente estudo e definem as nanoparticulas de 6xido de
ferro cobertas com bicamada de acido laurico como nanoparticulas extremamente
estaveis. Ja foi mostrado, por MET, gque na funcionalizacdo de NPM com acido laurico,
o0 surfactante atua de modo bem sucedido para prevenir aglomeracdes (TIETZE et al.,
2013) e isso explica porque o fluidos magnéticos usados neste trabalho foram altamente
estaveis.

O acido laurico ou acido dodecanoico é um acido graxo de cadeia média, com 12
atomos de carbono em sua estrutura, que ocorre naturalmente na natureza e cujo uso €
aprovado na area farmacéutica e inddstria alimenticia (PRADHAN et al., 2007a;
SHAHZADI; ALI; BEGUM, 2007). A utilizacao do acido laurico em NPM produz uma
suspensdo coloidal estavel em agua (MAMANI et al., 2013) e elas se apresentam
biocompativeis quando utilizadas em baixas concentragdes para aplicacbes in vitro
(PRADHAN et al., 2007b). Poucos trabalhos foram encontrados na literatura que
utilizam nanoparticulas de 6xido de ferro cobertas com bicamada de acido laurico, mas
os trabalhos existentes mostram dados bem estabelecidos quanto ao tamanho e potencial
zeta das nanoparticulas, citotoxicidade e biocompatibilidade (AVDEEV et al., 2010;
DOS SANTOS, 2012; IOCCA, 2013; MAMANI et al., 2013; PRADHAN et al., 20074,
TIETZE et al., 2013). Nossos resultados corroboraram esses ja existentes e mostram
ainda que o fluido FMS possui menor grau de aglomeracao, € mais estavel e com menos
variacdo de tamanho do que a amostra FM, apontando para o fato de o Selol conferir
ainda mais estabilidade ao fluido magnético que o &cido laurico.

O efeito da citotoxicidade do fluido magnético contendo Selol foi avaliado pelo
teste de viabilidade celular segundo 0 método do MTT. Apesar de existirem relatos na
literatura quanto a algumas complicacgdes para a realizacdo do MTT (SOENEN; DE
CUYPER, 2009; CAMPOS DA PAZ, 2012), como a interacdo entre 0s nanomateriais e
0s reagentes ou produtos do ensaio, este tem sido o metodo mais utilizado para acessar a
nanotoxicidade in vitro (MARQUIS et al., 2009). Até o momento ndo foi relatada
nenhuma interacdo de nanoparticulas de magnetita com reagentes ou produtos do ensaio
de MTT que pudessem inviabilizar sua utilizagdo com esse material. Além disso, ndo

foi observada a aderéncia das nanoparticulas dos fluidos FMS e FM nas placas de
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cultura utilizadas, o que poderia interferir com a leitura no espectrofotdmetro para a
quantificacdo do formazan.

Os resultados encontrados no ensaio de MTT mostraram que os fluidos
magnéticos ndo provocaram diminuicdo de viabilidade para as células de melanoma nas
concentracdes testadas até 37,5 pg Fe/mL. Para a concentracdo de 75 pg Fe/mL,
viabilidade celular em torno de 85% foi observada tanto em 24 quanto em 48 h. Apesar
da diminuicdo da viabilidade celular, esses resultados ndo séo considerados como
toxicos para as células B16-F10 de melanoma. Entretanto, a toxicidade foi observada
nos resultados dos testes com a concentracdo de 150 pug Fe/mL, nos quais as células
apresentaram viabilidade em torno de 50%. Todos os resultados encontrados estdo de
acordo com os dados da literatura sobre a concentragdo tdxica de nanoparticulas de
magnetita ou maghemita funcionalizadas com bicamada de &cido laurico, mesmo
utilizando diferentes linhagens celulares e diferentes metodologias para acessar a
toxicidade (AVDEEV et al., 2010; CHAVES, 2008; IOCCA, 2013; PRADHAN et al.,
2007a; PRADHAN et al., 2007b). Apesar deste estudo néo ter testado a toxicidade dos
fluidos magnéticos em células normais, outros trabalhos que utilizaram nanoparticulas
de 6xido de ferro com bicamada de &cido laurico ja mostraram que células normais
como fibroblastos humanos, fibroblastos murinos e células renais de humanos e de
porco obtiveram viabilidade celular semelhante a viabilidade obtida aqui em ceélulas
tumorais de melanoma utilizando concentracdes proximas (CHAVES, 2008; IOCCA,
2013). Assim, a estratégia do presente estudo foi escolher uma concentracdo que fosse
biocompativel com as células normais e que, ap0os a aplicacdo do campo magnético de
frequéncia alternada, a toxicidade aumentasse e fosse especifica para as células
tumorais, devido a sua maior sensibilidade a elevadas temperaturas (BALIVADA et al.,
2010; MATSUMINE et al., 2011).

Pelos ensaios de MTT, verificou-se também que os fluidos FMS e FM induzem
0 mesmo efeito na linhagem de melanoma murino B16-F10, pois ndo houve diferenca
entre a viabilidade das células tratadas com FMS e FM nas mesmas concentragdes e no
mesmo tempo. Estes dados sugerem que o Selol adsorvido na camada de acido laurico
das nanoparticulas ndo exerceu efeitos aditivos de toxicidade nas células, conforme a
acdo esperada para o Selol (ESTEVANATO, 2012; FALQUEIRO et al., 2012;
SUCHOCKI et al, 2007). Acredita-se que a acao antitumoral do Selol ndo tenha sido

observada nesses experimentos devido a baixa concentracdo de Selol adsorvido nas
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nanoparticulas magnéticas e consequente baixa concentracdo de Selol contida nas
concentracdes utilizadas dos fluidos magnéticos. As concentracdes escolhidas para
serem utilizadas na avaliacdo da citotoxicidade pelo método de MTT foram baseadas
nas doses de Selol utilizadas por Suchocki e colaboradores (2007), que demonstraram
que o IC50 de células leucémicas humanas, apos 72 h de exposicdo ao Selol, era de
aproximadamente 500 pg Selol/mL. No entanto, para se obter uma concentracdo
minima de Selol que causasse efeito nas células tumorais conforme demonstrado por
Suchocki, teria que ter sido utilizada uma dose 4 vezes maior do que a maior
concentracdo utilizada neste trabalho (150 pug Fe/mL). Considerando que a maxima
concentracdo utilizada ja causou morte de 50% das células, devido ao efeito tdxico do
ferro, aplicar uma grande quantidade de Selol tornou-se, portanto, invidvel. Por esse
motivo, acredita-se que ndo tenha sido observado o efeito antitumoral esperado do Selol
nas nanoparticulas do fluido FMS em relacdo ao fluido FM. De fato, os estudos
realizados por Estevanato (2012) e Falqueiro (2012), utilizando as concentracfes
correspondentes a este trabalho, também ndo evidenciaram diferencas na viabilidade
celular entre as amostras com Selol e as amostras sem Selol, mas uma maior
concentracdo de Selol foi capaz de promover os efeitos sinérgicos da toxicidade do ferro
e do Selol sobre a viabilidade de células tumorais.

Em relacdo a interiorizacdo das nanoparticulas dos fluidos FMS e FM pelas
células de melanoma, foi verificada a presenca de ambas no interior das células da
linhagem B16-F10 e que elas estavam dentro de estruturas semelhantes a vesiculas,
sugerindo que essas nanoparticulas foram interiorizadas mediante processo de
endocitose. Estudos mostram que a cobertura e o tamanho das nanoparticulas possuem
efeito sobre sua interiorizagdo (ROOHI et al., 2012) e relatos na literatura mostram que
nanoparticulas com bicamada de acido laurico estdo presentes tanto na superficie celular
guanto no citoplasma das células e, quando no interior celular, elas também estdo
localizadas dentro de estruturas semelhantes a vesiculas (PRADHAN et al., 2007b). A
MET foi realizada com intuito qualitativo e, portanto, ndo foi possivel realizar
inferéncias sobre a quantidade de nanoparticulas interiorizadas do fluido FMS e do
fluido FM, se havia maior quantidade de uma ou de outra, mas pode-se concluir que, ao
mesmo tempo em que o Selol ndo foi um obstaculo para a interiorizacdo dessas
nanoparticulas, ele também ndo promoveu vantagens em relacdo as nanoparticulas sem

Selol neste processo.
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Para avaliar a toxicidade das NPM in vivo, 0 modelo escolhido para a inducéo do
melanoma foi o transplante singénico de células B16-F10 em camundongos da
linhagem C57BL/6. Neste modelo, até onde se sabe, pouco foi descrito sobre metastases
espontaneas para outros sitios anatdmicos (ITO et al., 2003b), o que difere bastante do
melanoma humano, o qual possui altas taxas de disseminacdo tumoral. No entanto, é um
modelo extremamente bem aceito na literatura e poucos trabalhos sédo publicados
utilizando outros modelos de melanoma, como os tumores quimicamente induzidos ou
animais geneticamente modificados (MCKINNEY; HOLMEN, 2011).

Os estudos in vivo permitem analisar os efeitos das nanoparticulas a longo prazo,
sua biodistribuicdo, sua retencdo tumoral ou excre¢do do organismo (MARQUIS et al.,
2009), além de avaliar seu efeito nanotoxico. A maioria dos estudos de nanotoxicidade e
biodistribuicdo tem utilizado injecdo endovenosa das nanoparticulas (FABIAN et al.,
2008). No entanto, a circulacdo sistémica implica no transporte das nanoparticulas pelo
sistema reticuloendotelial do figado e do bacgo, ocasionando a retencdo de particulas
opsonizadas pelos macrdfagos residentes nestes 6rgaos (ERNSTING et al., 2013). Uma
das medidas para contornar essa situagdo é utilizar as nanoparticulas furtivas (do inglés,
stealth nanoparticles), que sdo nanoparticulas que sofrem modificacBes de superficie
estratégicas para reduzir sua remocao prematura da circulacdo, o que pode ser obtido,
por exemplo, por meio de polietilenoglicol (PEG) (AMOOZGAR; YEO, 2012). Outra
medida que tem sido adotada é realizar a administracdo intra-arterial das nanoparticulas
préxima ao tumor, evitando, assim, que elas sejam capturadas e removidas antes de
atingirem a massa tumoral (TIETZE et al., 2013; TIAN et al., 2013).

Neste estudo, foi escolhida a administracdo intratumoral das amostras. Uma vez
que o cancer de pele oferece a facilidade de aplicacdo intratumoral ou até mesmo tdépica
da medicagdo, este metodo foi escolhido para tentar potencializar a entrega das
nanoparticulas ao tumor, j& que a presenca de grande quantidade de nanoparticulas
magnéticas no tumor é imprescindivel para a realizacdo da magnetohipertermia para
tratamento do melanoma.

Para avaliar a nanotoxicidade in vivo podem ser utilizadas diferentes técnicas.
Neste trabalho foram investigadas as mudangas sanguineas em rela¢éo a bioquimica do
soro e as populacdes de celulas, mudancas na morfologia do tecido, examinadas por

histologia. Além disto, foi também avaliada a biodistribuicdo das nanoparticulas que,
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quando realizada por estudos morfologicos proporciona, simultaneamente, dados
nanotoxicologicos (MARQUIS et al., 2009).

A injecdo intratumoral dos fluidos magnéticos ndo provocou nenhuma alteragdo
nos 6rgdos avaliados (figado, baco, rim, pulmdo e cérebro) e a coloragdo dos cortes
histologicos por Perls revelou que ndo houve acimulo de nanoparticulas nestes tecidos
e que as nanoparticulas ficaram retidas no tumor. Xie e colaboradores (2012) também
mostraram que a aplicacéo intratumoral de nanoparticulas de ouro marcadas com cobre
radioativo reduziu significativamente o acimulo dessas particulas em outros tecidos e
aumentou sua retencdo no tumor. Em dois animais pertencentes ao grupo que recebeu
injecdo de FM, foi verificado acimulo de NPM no figado e pulméo 24 horas depois da
aplicacdo, porém sem apresentar alteracGes histopatoldgicas nesses 6rgdos. A analise
histoldgica dos tumores desses animais revelou a presenca de nanoparticulas dentro de
vasos sanguineos no tumor, levantando duas hipoteses. A primeira foi de que a
aplicacdo tenha atingido algum vaso sanguineo no tumor, hipétese sustentada pelo fato
de que os vasos sanguineos dos tumores sdo dilatados, densos e caoticamente
organizados e, por isso, estdo perfeitamente sujeitos a esse acontecimento. A segunda €
de que as nanoparticulas do fluido FM foram capazes de deixar o tumor, devido,
justamente, a alta permeabilidade tumoral. Considerando que algumas caracteristicas
das nanoparticulas (como a sua composicdo, tamanho, cobertura e carga) possuem
impacto nas taxas de biodistribuicdo e excrecdo das mesmas (ALEXIS et al, 2008),
considerando a semelhanca entre o fluido FM e o fluido FMS nessas caracteristicas, e
que o acumulo de nanoparticulas magnéticas no figado e pulméo sé ocorreu em dois
camundongos em um total de 12 animais do grupo FM, a segunda hipdtese foi
descartada e acredita-se que a injecdo intratumoral da amostra tenha, portanto,
ocasionalmente atingido a circulagéo sanguinea.

Nosso grupo de pesquisa tem investigado a biodistribuicdo e toxicidade de
diversas nanoparticulas de 6xido de ferro e ja foi demonstrado que a cobertura dessas
nanoparticulas tem grande influéncia nesses parametros (LACAVA et al., 2002;
GARCIA, 2002; SADEGHIANI, 2004; BARBOSA, 2004; PORTILHO, 2007,
ESTEVANATO et al., 2012a; MONGES-FUENTES, 2009). O achado, neste trabalho,
do acumulo de nanoparticulas apenas no figado e no pulméo, e ndo em outros érgaos,
estd de acordo com os dados encontrados por Pradhan e colaboradores (2007). Estes

autores avaliaram a biodistribuicao e toxicidade de nanoparticulas de magnetita cobertas



Discussao|130

com bicamada de acido laurico, porém injetadas endovenosamente, e verificaram
acumulo das nanoparticulas no figado, pulmdo e bago. Outro trabalho utilizando
nanoparticulas de maghemita com cobertura de &cido laurico em bicamada (CHAVES,
2008) também demonstrou a presenca dessas particulas no pulméo, em tempos mais
curtos de analise (24 h), e no figado e bago, em periodos de tempo maiores. O trabalho
realizado por Tietze (2013) também evidenciou acumulo no figado, baco e pulmao
quando utilizou nanoparticulas de Oxido de ferro cobertas com &cido laurico e
funcionalizadas com um agente quimioterapico. Vale ressaltar que no presente trabalho
também foi detectada a presenca de particulas de ferro no baco, evidenciadas pela
coloracdo de Perls. Porém, ndo € possivel dizer se esse acumulo trata-se das NPM ou de
ferro enddgeno, uma vez que as células da polpa vermelha do bago estdo envolvidas na
destruicdo de células sanguineas e na reabsorcdo do ferro (LACAVA et al., 2004).
Animais com tumor, mas que ndo receberam fluido magnético, assim como os animais
sadios, também apresentaram intensa marcacgéo azul de Perls no baco, e ndo foi possivel
distinguir se havia maior quantidade de ferro no bago dos animais tratados em relagéo
aos controles, impossibilitando, portanto, concluir que o ferro encontrado no bago dos
animais provinha de acumulo de NPM. Fato semelhante foi relatado por Khandhar e
colaboradores (2013).

N&o foram evidenciados aumentos no peso do figado, do baco e dos rins e
também ndo foram encontradas alteracdes histologicas nos 6rgdos analisados, como
necrose e inflamacdo. Estes resultados estdo de acordo com os achados de Pradhan e
colaboradores (2007), que utilizaram o mesmo tipo de nanoparticula e com a mesma
cobertura que a usada na amostra FM neste estudo. Estes pesquisadores mostraram que
a arquitetura tecidual permaneceu inalterada e ndo houve mudancas inflamatdrias ou
patolégicas quando as nanoparticulas foram aplicadas endovenosamente na
concentracdo de até 400 mg/ kg corpo do camundongo (PRADHAN et al., 2007a).

Além da andlise morfologica dos tecidos, também foram avaliados o0s
parametros bioquimicos e hematoldgicos dos animais que foram injetados com fluidos
magnéticos. Algumas alteragdes verificadas nos exames de hematologia foram
decorrentes da presenca do melanoma em si, ja que a mudanca ocorreu ndo sé nos
grupos tratados com os fluidos magnéticos, mas também nos grupos de animais nédo
tratados, somente portadores de tumor. Duas mudancas relacionadas ao tumor (ou seja,

aquelas que foram significativamente diferentes entre os animais sem tumor e animais
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com tumor e sem fluido magnético) foram a diminuicdo da quantidade de hemoglobina
corpuscular média (HCM) e da concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM), sugerindo um quadro de anemia hipocrémica para os animais portadores de
melanoma, apesar de ndo ter sido evidenciada nenhuma alteracdo no volume médio dos
eritrocitos, que geralmente acompanha as anemias microciticas hipocrémicas
(PORTILHO, 2011; SERGIO FRANCO, 2013).

Camundongos que receberam FMS tiveram uma melhora nos niveis de HCM e
CHCM em 7 dias ap6s a aplicacdo do fluido em relacdo aos animais ndo tratados no
mesmo periodo, com os valores de HCM voltando, inclusive, a niveis compativeis com
0s animais sadios. Também foi possivel verificar um aumento significativo nas
populacbes de neutréfilos e mondcitos em relacdo aos valores de referéncia e em
relacdo aos valores obtidos com analise de 1 dia, 0 que sugere que 0s animais poderiam
estar desencadeando reacGes inflamatdrias na tentativa de combater o tumor. Estes
animais também tiveram diminuicéo significativa do volume plaquetario médio (VPM)
e na razdo de macroplaquetas (P-LCR) quando comparados ao grupo sem tumor.
AlteracGes transitdrias para estes animais foram observadas na largura de distribuicdo
de plaquetas (PDW), no qual a analise com 7 dias revelou resgate deste parametro para
os valores normais.

Para os animais que receberam a amostra FM, algumas alteracbes foram
evidenciadas somente apds 7 dias da aplicacdo da amostra, como a diminuicdo na
quantidade de eritrocitos, hemoglobina e no hematdcrito; grande aumento na quantidade
de alanina aminotransferase (ALT); e diminui¢cdo nos niveis de fosfatase alcalina. Estes
resultados indicam anemia e também disfuncdo hepética, ja que niveis séricos de
fosfatase alcalina, ALT e AST (aspartato aminotransferase) estdo relacionados com a
funcdo do figado (DIAL, 1995; PORTILHO, 2011). Animais que receberam FM
também tiveram alteracGes transitorias, ou seja, 0s parametros estavam alterados apos
24 h da aplicacdo da amostra, mas voltaram aos valores normais apos 7 dias. Exemplos
das mudancas temporarias foram diminui¢fes na largura de distribuicdo dos eritrocitos
(RDW), VPM, P-LCR e PDW.

Animais que ndo foram tratados com fluido magnético tiveram a quantidade de
ferro sérica diminuida quando comparada com os valores de referéncia (animais sem

tumor), indicando que a presenca do tumor por longos periodos pode causar deficiéncia
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de ferro, que é suprida quando os animais sdo administrados com nanoparticulas de
magnetita.

Em resumo, foi observado nos experimentos néo ter havido nenhuma alteracéo
hematoldgica ou bioquimica em 24 horas ap6s os animais terem recebido os fluidos
magnéticos com aplicacdo intratumoral. Provavelmente, se as amostras tivessem sido
administradas de maneira endovenosa, também ndo teria havido toxicidade nesse
periodo, como mostram os resultados de Pradhan e colaboradores (2007).

No presente trabalho foi demonstrado que as nanoparticulas dos fluidos
magnéticos FMS e FM possuem elevada densidade em imagens de microTC, sugerindo
sua utilizacdo neste tipo de exame. Este fato é relevante, pois a literatura é escassa em
estudos que usam nanoparticulas de Oxido de ferro em imagens por tomografia
computadorizada (TC). A maior parte dos trabalhos em imagem por TC mostram o uso
de nanoparticulas de ouro como contraste, mas ja foi demonstrado também o uso de
outros sistemas, como nanoparticulas de o6xido de tantalo (elemento de elevado numero
atobmico, 73) (BONITATIBUS et al., 2010; XIAO et al., 2012), nanocompostos
contendo iodo (nimero atdmico 53) (GALPERIN et al., 2007; KONG et al., 2007;
HALLOUARD et al., 2013) e ainda, nanoparticulas hibridas de magnetita e ouro
(NARAYANAN et al., 2012), as quais permitem imagem tanto por RM quanto por TC.

A elevada densidade dos fluidos magnéticos em microTC se deve
principalmente ao elevado contetdo de ferro das nanoparticulas. Apesar de o ferro
possuir um ndmero atdmico consideravelmente menor do que o iodo, a presenca de
altas concentracdes desse elemento quimico, como no caso de FMS e FM, seria
suficiente para promover a atenuagdo de raios x nas imagens de microTC. No entanto,
ao se confrontar a densidade das nanoparticulas de ferro com a densidade de compostos
iodados, cujo uso é bem estabelecido na préatica clinica, é possivel observar que o
contraste das NPM fica comparativamente menor (Figura 30). Ao mesmo tempo, foi
demonstrado que o Selol puro apresenta alta densidade nas imagens avaliadas, 0 que
poderia justificar o maior contraste de FMS em relacdo a FM, apesar da amostra FM
possuir maior contetdo de ferro. Como o Selol apresentou uma excelente densidade nos
resultados de microTC, especula-se que NPM com elevada concentracdo de ferro e
funcionalizadas com maior quantidade de Selol do que a quantidade presente nas

nanoparticulas aqui utilizadas se tornariam um melhor meio de contraste e com
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beneficios sobre os meios de contraste iodados comumente utilizados, uma vez que
estes apresentam alta toxicidade para o organismo (HALLOUARD et al., 2013).

Esta pesquisa também mostra que os fluidos magnéticos FMS e FM, quando
administrados no tumor dos camundongos, apresentam elevada densidade nas analises
tomograficas. Até onde se sabe, este € um dos poucos trabalhos a demonstrar o uso de
nanoparticulas de magnetita em imagens de microTC in vivo, sem necessitar de adicdo
de moléculas ou compostos de contraste.

Artigos que relatam o uso de nanoparticulas férricas em imagem de TC relatam
basicamente modelos ex vivo de visualizacdo, no qual oOrgdos e tumores foram
visualizados em parafina, como, por exemplo, o trabalho de Torrente e colaboradores
(2006), que mostrou a utilizacdo da microTC para caracterizar a distribuicdo de celulas
tronco, marcadas com nanoparticulas magnéticas, apds entrega intra-arterial em
camundongos. Amostras de musculo destes animais foram escaneadas em alta resolugédo
e as diferencas nas taxas de absorcdo de raios x permitiram identificar e quantificar
concentracfes maiores que 50.000 células marcadas com nanoparticulas (TORRENTE
et al., 2006). Outro estudo mostrou que nanoparticulas de magnetita puderam ser
visualizadas em segmentos de artéria bovina ex vivo apds aderéncia das nanoparticulas
causadas pela aplicacdo de um campo magnético externo (TIETZE et al., 2011). Em
ambos os casos, a técnica de microTC possibilitou a deteccdo de nanoparticulas de
Oxido de ferro em alta definicdo e resolucdo, e permitiu responder a questdo de como
elas estavam espacialmente arranjadas dentro dos tecidos analisados. Ainda de modo
mais interessante para o campo da magnetohipertermia, Brunke e colaboradores (2005)
mostraram a utilizagdo da microTC como ferramenta para analises tridimensionais da
distribuicdo de nanoparticulas magneticas em tumores.

No presente estudo também foi possivel utilizar a microTC para avaliar a
biodistribuicdo das NPM quando estas foram injetadas diretamente no tumor. Os
animais foram injetados com as amostras e foram acompanhados por até 72 h, em
escaneamentos periddicos ao longo deste tempo. Foi possivel concluir que as amostras
permaneceram no tumor por até 72 h apos a aplicacdo dos fluidos magneticos. Essa
biodistribuicdo intratumoral foi quantificada em unidades de TC, ou seja, HU (Unidades
de Hounsfield), e a quantificacdo confirmou a retencdo das nanoparticulas dentro do
tumor. Quando as nanoparticulas foram injetadas no nédulo do melanoma, o tumor

passou a apresentar em média 800 HU, comparado com 400 HU do tecido tumoral sem
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a presenca de fluido magnético. A densidade obtida pelo uso das NPM de FMS e FM
dentro do tumor foi semelhante a produzida por lipossomos iodinados entregues ao
tumor via injecdo endovenosa, 0s quais mostraram 861 + 180 HU na vasculatura
tumoral e 535 £113 HU no mdsculo (SAMEI et al., 2009). Os autores também viram
que este aumento de contraste persistiu até o tempo final de analise, que foi de 4 h apos
a injecdo. Outro trabalho que realizou a quantificacdo da densidade promovida por
agentes nanoparticulados em tumores mostrou que dendrimeros acetilados com
nanoparticulas de ouro produziram densidade de 400 HU na primeira hora apds a
injecdo intratumoral dos dendrimeros, mas essa quantificacdo caiu pela metade ap6s 6 h
da aplicacdo (WANG et al., 2011). Confrontando estes resultados com os dados obtidos
no presente estudo, fica evidenciada a potencialidade do fluido magnético FMS em
absorver raios x e sua utilizacdo como meio de contraste na técnica de microTC. Além
disso, € possivel concluir também que as nanoparticulas de FMS e FM possuem maior
retencdo tumoral do que a relatada na literatura (SAMEI et al., 2009; WANG et al.,
2011). Essa retencdo tumoral, que foi confirmada por analises histolégicas, é
extremamente importante para a padronizacdo da magnetohipertermia e permite que
uma Unica dose das amostras magnéticas seja aplicada nos tumores a serem tratados,
evitando, assim, injurias teciduais e desconforto para 0s pacientes, aumentando,
portanto, a eficacia da magnetohipertermia.

Terapias de aquecimento como a hipertermia e a termoablagdo séo abordagens
promissoras para o tratamento do cancer (MAIER-HAUFF et al., 2007). A terapia de
hipertermia utilizando fluido magnético alcanca bons resultados porque aquece o tumor
de forma mais uniforme que a hipertermia atingida com mecanismos tradicionais
(CHATTERJEE; DIAGARADJANE; KRISHNAN, 2011) e é capaz de atingir aqueles
nodulos tumorais situados mais profundamente no organismo. A hipertermia intersticial
seguida de injecdo direta das nanoparticulas no tumor também tem demonstrado sucesso
em modelos animais (DU et al., 2009).

Neste trabalho foi utilizada a injecdo intratumoral de NPM seguida de aplicacéo
de campo magnético alternado (CMA) para tratar o0 melanoma. A injecao intratumoral
foi escolhida porque, além de permitir um aumento de temperatura mais localizado sem
danificar tecidos sadios adjacentes, os tumores de pele oferecem a facilidade de

tratamentos intratumoral e toépico sem maiores dificuldades. No entanto, para tumores
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mais profundos, essa metodologia intratumoral também pode ser empregada com o
auxilio de técnicas de injecdo guiada (TC, ultrassom, endoscopia).

O tratamento do melanoma com magnetohipertermia mostrou resultados
promissores quando os dados foram analisados no dia seguinte ao término da terapia.
Para os animais tratados com nanoparticulas e CMA, foi utilizado 1 ciclo de tratamento,
que corresponde a uma aplicacdo da amostra magnética e 3 exposi¢cées ao CMA por 30
minutos cada em dias consecutivos. Verificou-se, ap6s 1 dia do final do ciclo de
tratamento, que os animais dos grupos tratados com FMS e FM estavam ativos e
agitados (comportamento caracteristico de camundongos da linhagem C57BL/6), e
mantiveram seu peso corporal durante o tratamento. Por outro lado, 0s animais que nao
receberam tratamento apresentavam-se apaticos e com atividade motora diminuida, e
apresentaram queda de peso apés o tratamento, apesar da diferenca entre 0s pesos dos
animais ndo terem sido significativas.

O volume e peso dos tumores dos animais tratados também foram menores em
relagdo aos animais ndo tratados. Embora esses resultados também ndo tenham sido
significativos, eles sugerem que o tratamento com magnetohipertermia utilizando NPM
com Selol pode ser promissor, se alguns parametros puderem ser melhorados e melhor
adequados a situacdo. Um exemplo de melhora que poderia ser efetuada é associar um
quimioterapico as nanoparticulas, de forma a potencializar o efeito antitumoral. Ja foi
demonstrado que o Selol possui acdo sensibilizadora de células leucémicas resistentes,
tornando-as sensiveis ao tratamento quimioterapico convencional (SUCHOCKI et al,
2007). Além disso, Estevanato (2012) mostrou uma reducdo de aproximadamente 70%
no volume tumoral e 55% no peso do tumor dos animais tratados com uma combinacao
de nanocépsulas magnéticas contendo Selol, Paclitaxel e CMA.

A porcentagem de necrose encontrada nos tumores dos animais tratados com as
amostras de fluidos magnéticos + CMA foi cerca de 5 vezes maior em relacdo aos
animais néo tratados e aqueles submetidos apenas ao CMA. Estes resultados estdo de
acordo com outros estudos que também mostraram que o CMA sozinho néo foi capaz
de promover a morte das células, mas que a associagdo de nanoparticulas magnéticas
com a exposicdo ao CMA elevou o percentual de necrose em tumores solidos
(ESTEVANATO, 2012; PORTILHO, 2011). Portilho (2011) verificou 76 a 100% de
necrose em tumores solidos de Ehrlich de animais tratados com polimeros de albumina

magnéticos e CMA duas vezes ao dia durante trés dias consecutivos. Estevanato (2012),
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apesar de ndo ter quantificado o percentual de necrose, observou maior ocorréncia de
necrose tecidual quando o tratamento de adenocarcinoma mamario murino foi feito com
nanocépsulas magnéticas de Selol juntamente com o quimioterapico Paclitaxel. Sabe-se
que a eficiéncia da MHT esta relacionada a alguns fatores como o tamanho, distribui¢do
de tamanho e forma das nanoparticulas, assim como a frequéncia e for¢ca do campo
magnético utilizado (ARMIJO et al., 2012; KHANDHAR et al., 2012b). As diferencas
observadas entre os estudos citados acima e o presente trabalho podem ser explicadas
pelos pardmetros inerentes as nanoparticulas (tamanho, forma, quantidade de ferro), que
foram bem diferentes das nanoparticulas utilizadas neste trabalho, pelos tipos de
tumores tratados, os quais respondem de forma diferente as terapias, e também pelo
instrumento gerador de campo magnético de frequéncia alternada utilizado, que foi um
equipamento gerador de campo eletromagnético que opera a 1 mHz e 40 Oe de campo
magnético (ESTEVANATO, 2012; FALQUEIRO et al., 2012; PORTILHO, 2011). No
presente estudo foi utilizado o equipamento gerador de campo magnético de frequéncia
alternada MagneTherm (NanoTherics) e até onde se sabe, este é o primeiro trabalho a
utilizar este equipamento para experimentos utilizando animais. Este equipamento tem
seu uso bem estabelecido in vitro (ARMIJO et al., 2012; KHANDHAR; FERGUSON;
KRISHNAN, 2011; KHANDHAR et al., 2012a, 2012b) e permite testar diferentes
frequéncias e intensidades do campo magnético para adequar os melhores resultados de
aquecimento as caracteristicas das nanoparticulas utilizadas, conforme os testes
realizados neste estudo e mostrado nas Figuras 31, 32 e 33. Sendo a perda de histerese o
principal fator de aquecimento de uma amostra nanomagnética, a poténcia de
aquecimento seria proporcional a frequéncia aplicada do campo magnético (ARMIJO et
al., 2012). A Tabela 5 mostra as diferentes condicGes testadas para os fluidos FMS e
FM e os resultados mostraram que a poténcia de aquecimento ndo aumentou de maneira
proporcional ao aumento de frequéncia. Estes resultados podem ser explicados pelo fato
de que nas diferentes condigdes testadas, ndo ocorreu mudanca somente na frequéncia
do campo magnético, mas também na amplitude do campo, que também é um fator
importante para o aquecimento das amostras. A medida que a frequéncia aumentava, a
intensidade do campo magnético diminuia e isto pode explicar, portanto, porque 0
aquecimento dos fluidos magnéticos nao foi proporcional ao aumento da frequéncia. A

importancia desses dois parametros para 0 aquecimento das amostras justifica a
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obtencdo de melhores resultados nas condigcdes intermediarias testadas (frequéncia de
330 kHz e campo magnético de 12 mT).

Se por um lado a analise realizada ap6s 1 dia do término do tratamento mostrou
resultados promissores em relacdo ao volume, peso e necrose tumoral, por outro lado a
anadlise de 7 dias mostrou que 0s tumores dos animais que receberam
magnetohipertermia voltaram a crescer descontroladamente, assim como os tumores de
animais néo tratados.

Em relacdo aos exames hematolégicos e biogquimicos dos animais nesse
experimento, pode-se dizer que a alteracdo mais pronunciada e que foi apresentada em
todos os grupos acompanhados por 7 dias apds o tratamento com magnetohipertermia
foi a mudanca de valores da fosfatase alcalina. Os niveis dessa enzima nesses grupos
diminuiram muito em relacdo aos valores de referéncia e em relacdo aos respectivos
grupos analisados apds 1 dia do tratamento, indicando grande disfuncdo hepatica nos
animais ap6s o periodo de acompanhamento ap0s terapia.

Os animais tratados com FMS + CMA, apresentaram niveis diminuidos de
eritrécitos, de hemoglobina e de plaquetas, e niveis aumentados de volume corpuscular
médio (VCM) apos 7 dias do final do tratamento. Ocorreram diminuicdes transitdrias na
quantidade de linfécitos e volume plaquetario médio (VPM) nesses animais.

AlteracGes semelhantes, analisadas apds 7 dias do final do tratamento, foram
obtidas nos animais que receberam FM e foram submetidos ao CMA: diminuicdo de
eritrocitos e hemoglobina; aumento da porcentagem de largura de distribuicdo dos
eritrocitos (RDW) (anisocitose) e volume corpuscular médio (VCM); diminuicdo do
numero de linfocitos; aumento do volume plaquetario médio (VPM); grande aumento
de niveis de AST (aspartato aminotransferase). A tnica alterag&o transitoria evidenciada
quando os animais foram tratados com FM + CMA foi a diminuicéo do ferro sérico.

Foi detectada diminuigdo na quantidade de linfécitos nos animais que receberam
somente CMA, podendo atribuir a presenca do campo magnético esta alteracéo, a qual
também esteve presente nos outros grupos que receberam CMA, mas que 0s animais
tratados com FMS conseguiram superar essa alteracdo, fazendo com que a mudanga na
quantidade dessas células tenha sido transitoria.

Especula-se que um dos motivos pelo qual o tratamento ndo tenha obtido
sucesso tenha sido a quantidade de amostra aplicada no tumor dos camundongos. Este

trabalho foi incialmente baseado nos estudos de Balivada e colaboradores (2010), os
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quais também utilizaram o modelo de melanoma murino e o trataram com
magnetohipertermia intratumoral injetando-se uma quantidade total de 360 pg de ferro
em tumores pequenos, menores do que 50 mm®. Nos experimentos aqui conduzidos, foi
utilizado o méximo de volume de amostra capaz de ser injetado no tumor, cujo volume
médio era de 45 mm?. O volume de 40 pL injetado corresponde a 735 pg de ferro para a
amostra FMS e 832 ug de ferro para a amostra FM, indicando o dobro da quantidade de
ferro utilizada por Balivada e colaboradores (2010). No entanto, a maioria dos artigos
publicados relatando sucesso com o tratamento de hipertermia magnética utilizade 2 a 3
mg de ferro, em volumes de aplicacdo que variam de 100 a 400 pL (ITO et al., 2003b;
YANASE et al., 1998a, 1998b; SILVA et al., 2011). Para alcancar essas quantidades de
ferro e permitir aplicacGes de grandes volumes de fluido magnético, os autores desses
trabalhos citados utilizavam tumores que tinham de 10 a 18 mm de didmetro em seu
maior comprimento no momento do tratamento. O melanoma é um tumor extremamente
agressivo e com elevadas taxas de mortalidade, como mostrado na curva de crescimento
tumoral neste trabalho e no artigo de Ito e colaboradores (2003b). De acordo com nosso
estudo, para que o melanoma chegasse a um tamanho equivalente ao utilizado nos
trabalhos citados anteriormente, 0s animais teriam que iniciar o tratamento por volta do
15° dia. S6 que neste tempo de anélise, a taxa de mortalidade dos animais seria alta, de
aproximadamente 40% segundo o0s dados mostrados no experimento de
acompanhamento do desenvolvimento tumoral, onde foi verificada a morte espontanea
de 3 animais, tendo estes morrido no 9°, 15° e 17° dia. De fato, trabalhos que utilizam o
melanoma como modelo para tratamento de magnetohipertermia, utilizam tumores com
tamanhos entre 5 e 6 mm de diametro (BALIVADA et al., 2010; ITO et al., 2003b;
SUZUKI et al, 2003), como foi no caso desta pesquisa. Trabalhos que mostram
efetividade no tratamento com magnetohipertermia utilizando tumores pequenos, mas
com volumes de injecdo de amostra de até 400 pL, relatam a utilizacdo de bombas de
infusdo, com fluxo lento e continuo (SUZUKI et al., 2003; ITO et al., 2003a, 2003b).
No entanto, tal dispositivo de grande precisdo ndo esta disponivel em nosso laboratdrio,
ndo tendo sido possivel testar se esse método de aplicagdo permitiria injetar uma grande
guantidade dos fluidos magnéticos.

Em relacdo aos resultados qualitativos obtidos por imagens termograficas que
mostram o aquecimento do fluido FMS dentro do tumor de animais que foram

submetidos ao CMA, esse teste foi feito injetando-se uma quantidade maior de amostra
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(220 pL) em um tumor de volume também maior (aproximadamente 500 mm?3), o que
explica o alcance de aquecimento tumoral nesses animais, de acordo com os resultados
mostrados na Figura 46.

Outro motivo pelo qual a MHT néo foi eficiente pode estar relacionado ao
numero amostral de camundongos em cada grupo. Uma vez que o melanoma murino
apresenta elevada taxa de mortalidade, alguns camundongos foram perdidos durante a
fase experimental, diminuindo, portanto, o ndmero amostral. Acredita-se que,
aumentando a quantidade de animais em cada grupo, os resultados de reducdo de
volume e peso tumoral, assim como os resultados de aumento de necrose tecidual,
passariam a ser significativos. Um exemplo da variacdo de resultados intragrupo e que
resultou em grande desvio padrdo da média foi o percentual de necrose no grupo tratado
com FMS + CMA. Com apenas 5 animais no grupo, a média de necrose obtida foi de
30%. No entanto, um animal apresentou necrose de 63%, aumentando o desvio padrédo
dos resultados e tornando-os, provavelmente, ndo significativos em relacdo aos demais
grupos.

Outra hipétese formulada para tentar explicar a eficacia parcial da MHT foi o
regime aplicado para esta terapia. O regime escolhido foi de 1 ciclo de tratamento, que
implica em uma administracdo do fluido magnético e 3 exposi¢cbes ao CMA por 30
minutos cada. Os regimes de tratamento mais utilizados na literatura relatam uma, duas
ou trés exposi¢des ao CMA por 30 minutos com intervalos de 24 h entre eles (DU et al.,
2009; ITO et al., 2003a, 2003b; KIKUMORI et al.,, 2009; PORTILHO, 2011;
RACHAKATLA et al., 2010; REN et al., 2012; SUZUKI et al., 2003; WANG et al.,
2009; YANASE et al.,, 1998a; ZHAO et al., 2012). No entanto, alguns trabalhos
também utilizam a hipertermia magnética por até 6 vezes de 20 ou 30 minutos cada
(HOU et al., 2009; ITO et al., 2003c). No caso deste trabalho, como os resultados
mostraram-se promissores apos 1 ciclo de tratamento, acredita-se que a aplicacdo de
novos ciclos com intervalos adequados possa causar efeitos mais pronunciados de

reducdo tumoral.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, uma nova amostra de fluido magnético, denominada FMS,

composta de nanoparticulas de magnetita cobertas com bicamada de &cido laurico e

contendo Selol foi caracterizada e testada quanto ao seu potencial para visualizagdo em

imagens de microTC e para tratamento do melanoma murino com magnetohipertermia

(MHT). Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Através de microscopia eletrdnica de transmissdo (MET), foi visto que FMS é
composto de nanoparticulas magnéticas (NPM) de forma esférica e com

didmetro fisico médio de 8,3 nm;

Pela técnica de espalhamento de luz dindmico, demonstrou-se que o diametro
hidrodinamico médio de FMS ndo variou significativamente ao longo de 48
meses de andlises e que as NPM possuem distribuicdo homogénea de

tamanho;

Medidas do potencial zeta evidenciaram NPM carregadas negativamente e
sem variacdo significativa de seu valor ao longo de 48 meses ap0s o0 preparo

de FMS, o que sugere boa estabilidade da amostra;

Verificou-se, pelo ensaio de MTT, que FMS néo foi toxico para células de
melanoma da linhagem B16-F10 em concentracdes até 75 pg Fe/mL em 24 e

48 h de incubacao;

Imagens de MET mostraram que as nanoparticulas de FMS foram
interiorizadas pelas células de melanoma, sendo encontradas no citoplasma
das células tumorais dentro de estruturas semelhantes a vesiculas, e que essa
interiorizacdo foi observada a partir de 4 h de incubacdo das NPM com as

células;

Aliguotas de FMS, assim como aliquotas de Selol puro, apresentaram
densidade adequada nos testes de microTC, permitindo a visualizagdo dessas

amostras nesse tipo de imagem;



7)

8)

9
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Pela técnica de microTC, mostrou-se que FMS injetado no melanoma dos
animais permaneceu no sitio tumoral por até 72 h e essa retencao tumoral foi

confirmada por andlises histoldgicas;

A microTC mostrou-se uma abordagem mais simples e mais réapida
comparada as técnicas histoldgicas para visualizacdo da distribuicdo de FMS

pelo tumor;

AvaliacOes histopatolédgicas, hematoldgicas e bioquimicas revelaram que a
injecdo intratumoral de FMS néo foi toxica para os 6rgaos analisados (figado,
baco, rins, pulmdes e cérebro) e nem mostrou acimulo de particulas nesses

tecidos, sendo considerada, portanto, biocompativel;

10) Aliguotas de FMS apresentaram aquecimento compativel com a realizacao de

MHT quando foram submetidas a diferentes condi¢des no equipamento

gerador de campo magnético de frequéncia alternada;

11) FMS foi utilizado no tratamento do melanoma murino utilizando MHT e a

eficacia desse tratamento foi evidenciada pelas melhores condicdes clinicas,
manutencdo do peso corporal, diminuicdo do volume e peso dos tumores, e
maior percentual de necrose nos tumores dos animais tratados em relacdo aos

nao tratados.
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ANEXO — Aprovacéo do projeto pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia
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