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RESUMO

O cancer de mama representa 25% do total de todas as neoplasias no mundo com alta taxa
de mortalidade e morbidade. A pesar das melhorias no tratamento por radioterapia, esta
modalidade teraupéutica ainda pode atingir celulas normais, induzindo aos efeitos
colaterais tardios que se manifestam por atrofias e fibroses e, além disso, os efeitos
colaterais imediatos que diminuem a qualidade de vida do paciente. A terapéutica pelos
métodos convencionais, como cirurgias, quimioterapias e radioterapias sdo dificultadas
quando o diagnostico do carcinoma, encontra-se em estados mais adiantados. No sentido
de suprir a demanda por tratamento de cancer de mama, o uso da Terapia por
Magnetohipertermia para o tratamento de patologias, ja vem sendo utilizada pela empresa
alemd Magforce, cujo procedimento consiste no aumento de temperatura em uma regido
do corpo que esteja afetada pela neoplasia, com o objetivo de causar a lise celular. As
nanoparticulas magnéticas tém sido utilizadas experimentalmente em um ndmero
consideravel de aplicagcGes como agentes de contraste por Imageamento por Ressonancia
Magnética (IRM), hipertermia e entrega de drogas. Essas aplicacfes utilizam, geralmente,
fluidos magnéticos que contém nanoparticulas de 6xido de ferro, baseados em ferritas:
Oxidos de ferro, que possuem aprovacdo para uso clinico gracas a sua biocompatibilidade
e biodegradabilidade. Nesse sentido, as nanoparticulas magnéticas, inserem-se no esfor¢o
multidisciplinar internacional que objetiva combater o cancer: a segunda maior causa de
morte no mundo. Neste trabalho, uma nova amostra de fluidos magnéticos, composta de
nanoparticulas de maghemita revestidas com ouro foi testada quanto ao seu potencial para
tratamento do cancer de mama com magnetohipertermia (MHT). Usando ambos: 6xido
de ferro e ouro, um sistema que explora a quimica da superficie do ouro, mantendo as
caracteristicas magnéticas do 6xido de ferro. A avaliagdo in vivo demonstra a eficacia da
amostra como indutor térmico em magnetohipertemia para tratamento de cancer de mama
uma vez que foi possivel uma redugdo de 62% do volume tumoral em um regime de
tratamento de um ciclo de 5 dias consecutivos de exposicdo ao campo magnético

alternado com frequéncia de 333,8 kHz.

Palavras-chave: nanoparticulas magnéticas, ouro, magnetohipertermia, cancer de mama



ABSTRACT

Breast cancer accounts for 25% of all neoplasms in the world with a high rate of mortality
and morbidity. Despite improvements in radiotherapy treatment, this theraupeutic
modality can still reach normal cells, inducing late side effects that are manifested by
atrophies and fibrosis and, in addition, the immediate side effects that decrease The
patient's quality of life. Conventional methods such as surgeries, chemotherapies and
radiotherapies are difficult when the diagnosis of carcinoma is found in earlier states. In
order to meet the demand for treatment of breast cancer, the use of magnetohyperthermia
therapy for the treatment of pathologies, has been used by the German company Magforce
whose procedure consists in the increase of temperature in a region of the body That is
affected by the neoplasm, with the aim of causing cellular lysis, which is the process of
rupture or dissolution of the plasma membrane, resulting in cellular necrosis. These
applications generally use magnetic fluids that contain iron oxide nanoparticles, based on
ferrites: iron oxides, which are approved for clinical use thanks to their biocompatibility
and biodegradability . In this sense, magnetic nanoparticles are inserted into the
international multidisciplinary effort that aims to combat cancer: the second leading cause
of death in the world. In this work, a new sample of magnetic fluids, consisting of gold-
coated maghemite nanoparticles was tested for their potential for breast cancer treatment
with magnetohyperthermia (MHT). Using both: iron oxide and gold, a system that
explores the chemistry of the gold surface, maintaining the magnetic characteristics of
iron oxide. In vivo evaluation demonstrated that the thermal magnetohypertemia inducer
therapy for breast cancer treatment was once there was a 62% reduction of tumor volume
in a treatment regimen of a cycle of 5 consecutive days of magnetic field exposure
alternating with a frequency of 333.8 kHz.

Keywords: magnetic nanoparticles, gold, magnetic hyperthermia, breast cancer
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1. INTRODUCAO

1.1 CANCER DE MAMA

O Cancer de mama representa 25% do total de neoplasias no mundo, sendo o
segundo tipo de cancer mais incidente em mulheres na faixa etaria de 40 a 59 anos com
maltiplos fatores de risco associados: fatores genéticos, ambientais e enddcrinos,
caracterizando-se pelo crescimento desordenado das células epiteliais mamérias [1]. As
caracteristicas anormais (células dos I6bulos, produtores do leite, ou dos ductos, por onde
é drenado o leite), sdo causadas por uma ou mais mutacGes no material genético de uma
celula destas estruturas [2].

A maioria deste tipo de cancer acomete as células dos ductos das mama,
Carcinoma ductal. Este pode ser “in situ”, quando ndo passa das primeiras camadas de
célula dos ductos; ou invasor, quando invade os tecidos adjacentes; e/ou metastase. Cerca
de 80% dos casos de cancer de mama séo ductal invasivo [3] [4].

Os que acometem os l6bulos da mama, denominados, Carcinoma Lobular sdo menos
frequentes e, geralmente afetam as duas mamas. E classificado como ndo invasivo, no
entanto as mulheres tendem a desenvolver cancer de mama invasivo. O carcinoma lobular
invasivo (CLI) é a segunda neoplasia maligna de mama mais comum e detém
caracteristicas histolégicas tipicas, como o crescimento infiltrativo e baixa desmoplasia
[5]

As causas do Cancer de mama estdo relacionadas com diferentes fatores de risco que
podem aumentar a probabilidade de desenvolver a doenga [6] [7]:

e Sexo: é mais frequente no sexo feminino, menos de 1% nos homens.

e Hereditariedade: Mulheres com parentes de 1° grau (mé&e ou irmé&) que tiveram a
doenca antes dos 50 anos podem ser mais vulneraveis. O risco absoluto para
doentes com um forte histérico familiar de cAncer da mama foi de 2,0% e o risco
relativo para a deteccdo do cancer de mama dada uma historia pessoal foi de 1,42
[8].

e Menarca precoce (antes dos 12 anos) e menopausa tardia (depois dos 55): longo
periodo de tempo com a exposicao a estrogénio aumenta risco.

e Historia reprodutiva: a nuliparidade e a primeira gravidez depois dos 30 anos

aumenta o risco de ter cancer da mama



e Densidade da mama: mulheres com tecido mamario denso tém maior
probabilidade de desenvolver cancer da mama.

e Terapéutica hormonal de substituicdo: a toma de terapéutica hormonal de
substituicdo durante cinco ou mais anos aumenta o risco [9].

e Obesidade depois da menopausa/ Dieta rica em gorduras: a ingestao de alimentos
ricos em gordura animal e lacticinios ricos em gordura foi associado com um
aumento de 33-36% no risco do cancer da mama [10].

e Sedentarismo: a atividade fisica reduz o risco do cancer em 10-25%.[11]

e Bebidas alcodlicas: o alcool é um fator de risco, provavelmente por aumentar 0s
niveis de estrogeno enddgeno [10].

Os sinais e sintomas do estagio inicial do cancer da mama podem variar, e pode
ser assintomatico. Em algumas situacfes pode causar alteracdes visiveis [12]. De
qualquer maneira, é recomendavel avaliar cuidadosamente a presenca de nddulos perto
da mama ou na zona axilar, mudan¢a no tamanho ou forma da mama, inchaco (edema)
da pele, refracdo do mamilo (mamilo invertido), espessamento ou retracdo da pele em
uma determinada area da mama [13], INCA 2018 lygia. Pode ainda ocorrer sinais como
secrecdo de liquido pelo mamilo com caracteristica sanguinolenta, unicanalicular e
espontanea [14].

O carcinoma mamario murino 4T1 € um modelo experimental muito utilizado na
avaliacdo e melhor compreensdo da biologia dos tumores. Trata-se de uma linhagem
celular altamente tumorigénica e invasiva, onde sdo observadas metastases em diversos

6rgéos

1.1.1 Diagnéstico do cancer de mama

O exame clinico da mama é parte fundamental do diagnéstico de cancer. Deve ser
realizado como parte do exame ginecoldgico, e constitui a base para a solicitagdo dos
exames complementares [15].

Para o diagndstico do cancer da mama utiliza-se exames complementares de diagnostico,
recorrendo a imagiologia, como a mamografia bilateral, ecografia mamaria e axilar e a
ressonancia magnética [16]

A mamografia consiste no estudo radioldgico da mama realizado com baixa dose de raios

X. Permite o diagndstico precoce desta doenca. Este exame é capaz de identificar tumores



menores que 1(um) cm e imperceptiveis ao toque, fase da doenca que as chances de cura
chegam a 95%. [17]

A ecografia mamaria pode servir como complemento a mamografia, pois ajuda a
diferenciar cistos (conteddo liquido, raramente canceroso) de nodulos [17].

Ressonancia magnética (RM) consiste na utilizagdo de um iman, com ondas radio e um
computador que transmite imagens de areas do corpo [18] A ressonancia magnética é o
método mais sensivel na deteccdo do cancer da mama, utilizado em doentes de alto risco,
definido com base em histéria familiar ou genética, a recomendacdo € iniciar o
rastreamento aos 30 anos de idade [17]

Neste mesmo enquadramento realizam-se andlises clinicas de modo a caracterizar
repercussdes do cancer da mama, nomeadamente o hemograma, biogquimica e pesquisa
de marcadores tumorais como CEA e CA 15.3 [19].

Se na avaliag&o se encontrar nddulos, deve-se fazer uma bidpsia (retirada de um
fragmento da mama para analise por um patologista), fazendo o diagnéstico por

microbiopsia ou biopsia assistida por vacuo [18].

1.1.2 Terapéutica do cancer de mama

Atualmente, as modalidades terapéuticas disponiveis sdo a cirdrgica,
quimioterapia para o tratamento sistémico, radioterapia para o tratamento loco-regional,
horménio-terapia ou a combinacdo destas modalidades [20]. As terapias atuais ndo sao
completamente seletivas no tratamento do cancer de mama primario e metastatico [20].
Ademais a resisténcia a terapéutica € comum no tratamento de quaisquer subtipos do
cancer de mama [21]; [22]; [23]. Nesse sentido, sdo almejadas terapias que possam
auxiliar no tratamento deste tumor, de modo a destruir a propagacdo metastatica. Com
isso, um dos tratamentos que estd em ascensdo para o0 tratamento do cancer, é a

magnetohipertermia, aprovada na Europa para o tratamento de tumores de cérebro[24]

1.1.3 Hipertermia Magnética

Hipertermia € um procedimento baseado no aumento da temperatura de uma
determinada regido do corpo que esteja afetada por algum tumor ou outros crescimentos
ndo controlados. Esta técnica pode ser aplicada em conjunto com outros tratamentos para
0 cancer como, radioterapia ou quimioterapia.O principio fisico se baseia na lise das

celulas tumorais a temperaturas em torno de 41-46°C [25] [26], preferencialmente 42 —



44°C [27] [28], visto que elas sdo, em geral, mais sensiveis ao calor do que células
normais.

As nanoparticulas magnéticas, como agentes de hipertermia alternativos para o

aquecimento especifico do alvo e assim, preservar os tecidos saudaveis. Quando as NPM
sdo submetidas a um campo magnético alternado, 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 o aquecimento necessario ao tratamento do tumor [29]. Nesses casos, o tratamento
é chamado de magnetohipertermia (MHT).
Para induzir a hipertermia especificamente no alvo, as nanoparticulas magnéticas sao
guiadas e retidas na regido tumoral, ap6s a administracdo, aplica-se, entdo um CMA, de
frequéncia tal, que a magnetizagdo das particulas seja continuamente revertida, gerando
o calor necessario para causar a morte das células tumorais. Se a temperatura puder ser
mantida preferencialmente entre 42 — 44°C por 30 min ou mais,[30] [31] o cancer pode
ser destruido. O tratamento de canceres diversos, aplicando a MHT representa um grande
avango, uma vez que, as terapias convencionais, como, quimio e radioterapia, podem
causar a destruicdo de células saudaveis, devido a distribuicdo sisteméatica da droga
administrada.[32],[33],[34],[35],[36],[37].

As primeiras investigacfes experimentais sobre o uso de nanoparticulas de 6xido
de ferro para o tratamento contra o cancer por hipertermia, foram conduzidos em 1957,
por Gilchrist e colaboradores, que aqueceram nanoparticulas de maguemita, de 20 — 100
nm de didmetro, expostas a um campo magnético de 1,2 MHz. A partir dai, nhumerosas
publicacBes tém descrito uma variedade de sistemas envolvendo materiais magnéticos,
intensidades e frequéncias de campo, diferentes metodologias e materiais de

encapsulamento e de entrega de drogas [38]

1.2 NANOESTRUTURAS MAGNETICAS

As Nanoparticulas magnéticas (NPMs) possuem propriedades fisicas e quimicas distintas
das observadas em materiais em escala macroscopica, por encontrarem-se entre o estado
molecular e atdmico [39]. As NPMs s&o geralmente utilizadas na forma de fluidos
magnéticos, suspensdes coloidais compostas de NPMs dispersas em liquidos organicos

ou inorganicos [39]. Os fluidos magnéticos exibem um comportamento magnético,



superparamagnetismo, semelhante ao paramagnetismo, no qual materiais paramagnéticos
apresentam a capacidade de se orientarem na mesma direcdo de um campo magnético
externo aplicado e seu magnetismo cessa ap0s a remoc¢édo deste campo. A distingdo é que
enguanto os materiais paramagnéticos possuem reduzida susceptibilidade magnetica, os
fluidos superparamagnéticos apresentam uma magnetizagdo muito maior, mesmo quando
submetidos a um pequeno campo magnético [41] [42].

As NPMs apresentam caracteristicas significativos para a aplicacdo biomedica,
como por exemplo, manipulacdo das nanoparticulas para o tecido alvo e aquecimento
favoravel a hipertemia com auxilio de uma campo magnético externo [43], agente de
contraste em técnicas de imagem [44], interiorizacdo pelo tecido alvo resultando em um
tratamento efetivo com dose otimizada do farmaco, possibilitando a reducédo dos efeitos
colaterais e facilidade de preparacdo em larga escala [45].

Para possuirem aplicabilidade clinica, as NPMs necessitam ser recobertas com produtos
que as tornem biocompativeis, estaveis e ndo tdxicas no meio fisiolégico. Sabe-se que
diferentes coberturas das NPM influenciam na sua nanotoxicidade e na interiorizacdo
pelas células [46] [47] [48]. A cobertura, a via de administracdo e o tamanho das NPMs
sdo os parametros de influencia na biodistribuicdo pelo organismo, influenciada pelo
associagdo das NPMs com componentes extracelulares ou com a membrana celular [49].

De acordo com as suas propriedades magnéticas, as NPMs podem ser divididas
em metais puros (como cobalto, niquel, manganés e ferro), ligas e 6xidos metalicos. No
entanto, muitos sdo toxicos ou ainda ndo foram testados quanto a sua toxicidade para o
organismo, restringindo assim a aplicacdao biomédica [41]. As NPMs de 6xido de ferro,
magnetita e maghemita, estdo entre as mais empregadas em estudos e aplicacbes
biomédicas, pois possuem o uso aprovado pela agéncia americana FDA [50] [51]. Além
disso, esse tipo de fluido possui um método de facil preparo através da co-precipitacdo
alcalina de Fe* e Fe™3, possuem estabilidade quimica em condigbes fisioldgicas e
apresentam possibilidade de modificagdo quimica através da cobertura de seu nucleo de
ferro com compostos biocompativeis. Os Oxidos de ferro ocorrem naturalmente no
organismo, no coracédo, baco e figado, indicativo que esses compostos ndo séo toxicos.
Apos a degradacdo das nanoparticulas no organismo, os ions de ferro liberados séo
incorporados na hemoglobina dos eritrocitos e degradados no ciclo normal de reciclagem

de ferro no organismo [52].



1.2.1 Recobrimento de nanoestruturas magnéticas

Classicamente, os tratamentos envolvendo os sistemas entregadores de drogas
podem ser passivos e ativos. No tratamento passivo 0 agente terapéutico é incorporado
dentro de uma macromolécula ou de nanoparticulas, que circulam na corrente sanguinea
e sdo acumuladas dentro do tumor através do efeito de permeabilidade e retencdo
aumentadas (EPR) (7,8). A vasculatura desorganizada e a auséncia de drenagem linfatica
eficaz em tumores permitem a fuga das NPs de dxido de ferro da corrente sanguinea e
acumulo no tumor, através do efeito de EPR [53]

Para que as nanoparticulas magnéticas circulem o tempo suficiente dentro do
organismo elas devem ser biocompativeis, ou seja, elas ndo podem ser reconhecidas como
um “corpo estranho”. O recobrimento da superficie das nanoparticulas ¢ uma estratégia
utilizada para reduzir ou eliminar alguns comportamentos indesejaveis nas aplicacfes
biomédicas. O seu intuito € aumentar a biocompatibilidade das nanoparticulas [54].
Muitos grupos de materiais tém sido utilizados para modificar a quimica de superficie de
nanoparticulas magnéticas, visando aplicacdes biomédicas:

* Polimeros biocompativeis: dextrana, amido, quitosana, polietileno glicol, poliésteres
alifaticos derivados de acidos latico e glicoélico;

* Surfactantes organicos: oleato de sddio, dodecilamina;

* Metais: ouro;

« Oxidos inorganicos: silica;

» Moléculas e estruturas bioativas: lipossomos, peptideos, ligante/receptor.

No tratamento ativo, o agente terapéutico é conjugado com uma nanoparticula que
possui um ligante (anticorpo) que reconhece especificamente os antigenos relacionados
as células do cancer [55].

A liberacdo da droga no alvo especifico ocorre em resposta a certos estimulos, que
podem ser biolégicos ou externos. Exemplos de estimulos sdo as variagdes de pH e de
temperatura. O pH extracelular e intracelular sdo afetados por doengas. Em um tumor
solido O pH extracelular tende a ser mais acido (6,5) do que o pH do sangue (7,4) a 37°C,
além da diferenca de pH, o revestimento das NPs serdo expostos a varias enzimas de
degradacdo [49], algumas s@o capazes de degradar quase todas as particulas
biocompativeis. Apos a degradagédo das moléculas de revestimento, o ambiente acido leva

ao ataque das NPs, resultando na geracdo de radicais livres e na reducdo gradual do



didametro do nucleo. Além de uma perda completa da funcionalidade da nanoparticula os
ions do metal lixiviado pode potencialmente afetar a homeostase celular.

Em vista disso, revestimentos de sistemas nanoestruturados magneéticos que sejam
sensiveis a variacGes de pH sdo almejados para transporte, liberacdo da droga, agente
indutor de aquecimento e de contrate em imagem de ressonancia magnética e raios X no
local especifico. A temperatura € outro estimulo que pode ser utilizado para a liberagéo
da droga em local especifico, uma vez que podem ser desenvolvidas nanoparticulas que
liberem o agente terapéutico apenas em temperaturas superiores a 37 °C. A aplicacdo do
estimulo hipertérmico ir& ocorrer apenas na area do tumor, causando a libera¢do apenas

nesta regido [56].

1.3 NANOESTRUTURAS DE OURO

O ouro ocupa uma posicdo notavel na histdria da ciéncia e da tecnologia. Seu uso
como agente terapéutico € antigo, os egipcios faziam uso de ouro em suspensdes para a
formagao do famoso “elixir da longa vida” (4.000 a. C.), consideravam o ouro capaz de
estimular a mente e restaurar a juventude [57]. SolucGes vermelhas de ouro coloidal séo
utilizadas até hoje na india como como rejuvenescedores e revitalizantes [58].

Com o desenvolvimento da nanotecnologia, a utilizacdo do ouro na medicina,
principalmente em estudos envolvendo diagnosticos em terapia do cancer tem aumentado
nos Ultimos anos. O uso de nanoparticulas de ouro também cresce no setor cosmético com
aplicacdes em tratamentos estéticos como rejuvenescimento e hidratacao facial devido ao
ouro ser um material que apresenta propriedades antioxidantes [59].

As principais vantagens do ouro sdo a biocompatibilidade, sintese relativamente
simples, o controle do tamanho das nanoparticulas, a facilidade de modificacdo quimica
de sua superficie, facilidade de bioconjugacdo com outras células quando recobertas por
marcadores especificos [60]. Devido ao seu elevado peso atdbmico, as AuUNPs
proporcionam um excelente contraste em imagens de raios X [61].

As AuNPs podem ser aplicadas a nivel da terapia do cancer em hipertermia devido
as suas propriedades dpticas. Essas AuNPs tem a capacidade de absorver a energia
proveniente de laser infravermelho proximo, ondas de radio, e convertem-na em calor, o
que causa uma ablacéo das células tumorais, destruindo as membranas celulares [62] [63].

Uma das aplicagdes exploradas das AuNPs é a sua aplicacdo como veiculo para a

entrega de moléculas dentro das células [64] [65]. Para estas aplicacGes, normalmente as



moléculas s&o adsorvidas na superficie das nanoparticulas. As células podem captar as
nanoparticulas por meio de um mecanismo especifico, via receptor-ligante, ou néo
especifico [65].

Estudos demonstraram que a forma oxidada maghemita (y-Fe20s3) liga-se
preferencialmente ao ouro em comparagdo com a forma magnetita e, além disso, é a forma
mais estavel e biocompativel de dxido de ferro [66] [67].

As nanoparticulas de ouro com diferentes tamanhos e formas sdo comercializadas
pela empresa americana Nanopartz produz nanoesferas e nanobastdes de ouro (Gold
NanobeadsTM, NanopartzTM) como agentes de contraste em diagndsticos e para
tratamentos utilizando terapia hipertérmica [68].

1.4 NANOESTRUTURAS DO TIPO NUCLEO — CAMADA (CORE-SHELL)

Nanocomposto nucleo camada é definido como uma nanoparticula com um unico
nacleo e completamente coberto por uma camada. Em contraposicdo com a estrutura
nacleo-satélite, a superficie do nicleo é completamente coberta pela camada, diminuindo
as propriedades do material nuclear [69].

Estruturas de compostos core-shel FexOy@Au podem ser obtidas pelo
recobrimento de uma camada de ouro [70][71]. Além da reduzida toxicidade, a camada
de ouro amplia a estabilidade coloidal, apresentando assim uma plataforma mais versatil
para biconjugacdo [72].Coelho; Siqueira et al [73], verificaram que os fluidos magnéticos
constituidos por nanoparticulas de maghemita recobertas com camada de ouro e
concentracdo de ferro variando entre 6,25 — 100 ug/mL ndo reduziram a viabilidade das
linhagens de queratindcitos de humanos e fibroblasto de camundongo em mais de 30%,
um indicativo da biocompatibilidade desses fluidos quando incubados por 24 horas nessas
células em especifico.

Além da reduzida toxicidade, a camada de ouro em escala nanometrica, apresenta
superficie plasmdnica, que resulta em uma absorcdo Optica significativa na regido do
visivel e do infravermelho préximo (IVP), regido espectral em que os tecidos sédo
parcialmente transparentes [74]. Essas caracteristicas fazem das nanoparticulas de ouro
potencial agente indutor de aquecimento para terapia fototérmica, onde o aquecimento é
realizado através da irradiagéo de luz [75].

Diagnostico por imagem de pequenos animais tem um papel fundamental para a

obtengdo de modelos para o estudo do desenvolvimento de doengas no organismo



humano, bem como o desenvolvimento de drogas e tratamento. Tomografia Micro-
computadorizada (micro-TC) é uma modalidade de diagndstico por imagem, apresenta
baixo custo dos geradores de imagens, permite a visualizacdo tridimensional de pequenos
animais de laboratorio [76], [77], [78]. Apesar da alta eficiéncia da TC e da micro-TC
para a imagem da estrutura éssea estes scanners séo limitados para geracdo de imagens
de tecidos moles ou vasos sanguineos. No entanto, existem solugdes para melhorar o
contraste entre tecidos moles, por exemplo, para aplica¢des que requerem a visualizagdo
da vasculatura tais como embolia pulmonar [79] ou caracterizacdo do tumor [80] [81].
Neste caso, 0s agentes de contraste "convencionais", sdo utilizados clinicamente. Eles sao
feitos de compostos iodados hidrofilicos, com um baixo peso molecular e, portanto,
sofrem eliminacdo muito rapidamente pelos rins. Por esta razdo, eles ndo sdo adaptados
para a pesquisa pré-clinica em micro-TC, pois sdo eliminados do corpo do animal antes
do tempo de aquisicdo da imagem [82]. Novos agentes de contraste a base de
nanoparticulas (NPs) foram desenvolvidos para superar essas limitacGes. NPs inorganicas
tém recebido maior atencdo nos ultimos anos, pois apresentam como particularidade o
longo tempo de residéncia na corrente sanguinea e/ou a capacidade de atingir érgdos ou
lesBes especificas. O nimero atdmico do ouro (79) é muito superior que o do contraste
atualmente utilizado para CT — iodo (53), e desta forma o ouro pode induzir uma forte
atenuacdo de raios X [83].

Cunha; Siqueira et al [73], verificaram que fluidos magnéticos constituidos por
nanoestruturas do tipo core-shell, com nudcleo de maghemita recoberto com ouro
apresentaram atenuacao de raios X elevada o suficiente para aplicagdo como agente de
contraste em micro — CT e, além disso, observou-se que quanto maior a espessura da
camada de ouro maior foi a atenuacao de raios X.

Os trabalhos que investigam os fluidos magnéticos como agente indutor de
aquecimento em magnetohipertermia vém crescendo nos dltimos anos. Estudos para
aplicacdo da técnica de MHT em seres humanos iniciaram-se com Jordan et al. [97], que
apresentaram um novo sistema de aplicacdo de campo magnético para geracdo de
hipertermia utilizando fluidos magnéticos para futuras aplicacbes no tratamento de
glioblastomas e carcinoma de prostata. Enquanto, a aplicacdo pioneira da técnica em
pacientes foi realizada por Maier-Hauff et al.[84], na qual foi avaliada em 14 pacientes a
eficacia e tolerabilidade da hipertermia induzida por fluidos magnéticos associados a
radioterapia no tratamento de glioblastoma multiforme recorrente. Cada paciente recebeu

em média seis sessdes de termoterapia. A MHT mostrou ser promissora como uma terapia
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complementar associada as outras terapias classicas, assim podendo contribuir para tornar
mais efetivo o tratamento de tumores. Os resultados dessa modalidade terapéutica,
levaram a aprovagdo na Europa para uso em humanos no tratamento de tumores do
cérebro usando esta tecnologia. Nesse contexto, o presente trabalho associou ouro a
nanoparticulas de maghemita com a finalidade de potencializar o efeito antitumoral das
nanoparticulas megnéticas quando utilizadas para o tratamento do cancer de mama
murino com magnetohipertermia. Usando ambos: éxido de ferro e ouro, um sistema que
explora a quimica da superficie do ouro, mantendo as caracteristicas magnéticas do 6xido

de ferro.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos bioldgicos e potenciais aplicacdes do fluido magnético constituido

de nanoestruturas de maghemita revestidas com ouro como agente indutor de

aquecimento contra adenocarcinoma mamario murino.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)
2)
3)
4)
5)

6)

7)

Avaliar a estabilidade dos fluidos magnéticos ao longo de 24 meses

Avaliar a estabilidade coloidal dos fluidos magnéticos em pH &cido e bésico;
Verificar o potencial de aquecimento dos fluidos magnéticos durante exposicao
ao campo magnético de frequéncia alternada;

Avaliar a toxicidade in vitro de diferentes concentracdes dos fluidos magnéticos
por meio da analise de viabilidade de células de adenocarcinoma mamario murino;
Analisar in vitro o processo de interiorizacdo das nanoparticulas dos fluidos
magnéticos pelas células tumorais;

Analisar histopatologicamente os érgéos: figado, baco, rins, pulméao e cérebro em
funcéo da aplicacdo de nanoparticulas;

Realizar o tratamento in vivo com a aplicacdo da magnetohipertermia, analisando
as possiveis atividades antitumorais dos fluidos magnéticos, em animais com de

cancer de mama induzido experimentalmente.



3. METODOLOGIA

3.1 SINTESE DOS FLUIDOS MAGNETICOS

Os fluidos magneéticos compostos de nanoparticulas de maghemita (yFe203)
recobertas com citrato e ouro, foram preparadas pelo Breno Coelho, aluno de doutorado
do Programa de Pds Graduacgdo em Ciéncias e Tecnologias em Saude da Universidade de
Brasilia, sob orientacdo do Prof. Dr. Marcelo Henrique Sousa.

De uma forma resumida, as nanoparticulas de maghemita foram produzidas
através do método de co-precipitacio dos ions Fe?* e Fe®* (0,1 mol. L e 0,2 mol.L?,
respectivamente), em meio aquoso, onde foram misturados e diluidos em uma solucéo de
20 mL de acido cloridrico concentrado e 1,5 L de &gua destilada. Essa solucdo foi
colocada em um béquer e, sob agitacdo mecanica e temperatura ambiente 3 mols de
hidroxido de amonio (NH4OH), agente precipitante é adicionado. O precipitado negro
formado foi mantido sob agitacdo por 30 minutos, em seguida, as particulas foram
sedimentadas, com o auxilio de um imé e o sobrenadante retirado e descartado. Para
remocao dos contra- ions foi realizada a lavagem das nanoparticulas por trés vezes com
agua destilada. Para garantir a oxidacdo no sentido de formar yFe,O3, foram adicionados
0,2 L de uma solucéo de éacido nitrico (HNO3), mantido sob agitacdo, aquecida até o
refluxo durante 30 minutos. Apds esse tempo, o sistema foi lavado com acetona por cinco
vezes, no sentido de retirar sais que aumentam a forca idnica na mistura, resultando em
um coloide mais estavel. Apds a lavagem, a acetona foi descartada e o coloide aquecido
a 40°C, sob agitacdo, para evaporagdo da acetona residual. Para funcionalizagdo com
revestimento de citrato, para producdo da amostra MNP e posteriormente atrair o cation
de ouro mais préximo da superficie para produzir MNP@Aul e MNP@Au2, foi
introduzido um excesso de citrato de sddio (NazCeHs07), produzindo uma mistura com
um volume total de 80 mL. A mistura foi mantida sob sonicagdo por 10 minutos.

Para preparar a amostra MNP@Au1, 0,6 mL de borohidreto de sddio (NaBH.) e
0,7 mL de &cido clorodurico (HAuCls) foram adicionados a 70 mL da amostra MNP,
enquanto que para produzir a amostra MNP@Au2 foram adicionados 1,2 mL de NaBH4
e 1,4 mL de HAuCls a 70 mL da amostra MNP. Ambas solugdes foram mantidas sob
agitacdo por 48 horas. ApOs esse prazo, as suspensdes denominadas MNP@Aul e

MNP@AuUZ2 foram esterilizadas utilizando uma membrana de 0,22 pum.



O grupo do prof. Marcelo Sousa realizou a caracterizagcdo dos fluidos MNP,
MNP@Aul e MNP@AuU2 quanto ao didmetro fisico utilizando a técnica de difracdo de
raios X e microscopia eletronica de transmissao. A quantidade de ferro e de ouro das
amostras foram determinadas pela técnica de Espectroscopia de Emissdo Atémica com
Plasma Indutivamente Acoplado (ICPAES).

As amostras produzidas MNP, MNP@Aul e MNP@Au2, foram armazenadas a

temperatura ambiente antes da realizacdo de cada experimento.

3.2. MEDIDA DO POTENCIAL ZETA

A medida do potencial zeta para determinar a carga de superficie das
nanoparticulas foram determinadas no equipamento Zetasizer. O valor do potencial zeta
é referente a carga da bicamada elétrica, uma vez que, particulas em contato com um
liquido adquirem carga elétrica em sua superficie. Esse valor é um indicativo da
estabilidade coloidal, sendo que, quanto maior o valor das cargas em modulo, maior a
repulsdo das particulas umas as outras e essa forca supera a tendéncia a agregacao.

Para determinacdo do potencial zeta, as amostras MNP, MNP@Aul e
MNP@Au2, foram colocadas nas cubetas de policarbonato (DTS1060). As medidas
foram feitas em triplicata e em temperatura ambiente, no intervalo de 0 — 24 meses ap0s
a sintese do produto final. Medidas do potencial zeta foram determinadas em funcéo do
pH, diluindo amostras dos fluidos MNP, MNP@AuUl e MNP@AU2 em quarenta vezes
em meios com variagdo de pH no intervalo de 2 — 14 no Departamento de Genética e
Morfologia do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia.

3.3 MAGNETOHIPERTERMIA

O equipamento que promove a hipertermia magnética é a associacdo de varios
equipamentos eletrénicos distintos, com um sistema de refrigeracdo fechado (Figura 1).
O equipamento de inducdo térmica € o gerador de um campo magnético alternado através
de uma bobina. Para mensurar a temperatura do corpo posicionado no interior da bobina
é utilizado um pirémetro. A condi¢do de ressondncia no equipamento de hipertermia
magnética é obtida via oscilador externo variavel em frequéncia. O sistema de

refrigeracdo retira todo o calor gerado pelo equipamento de inducdo térmica [92].



Para otimizar o aquecimento dos fluidos magnéticos submetidos a um campo
magnético de frequéncia alternada (CMA), aliquotas de 1 mL das amostras MNP,
MNP@Aul, MNP@AuUZ e agua (utilizadas como controle negativo) foram colocadas em
microtubos posicionados no centro da bobina, gerador de CMA — Campo Magnético
Alternado, equipamento Magnetherm, Nanotherics do laboratorio de magnetometria e
magneto transporte presente no Instituto de Fisica da UFG.

Figural. Equipamento gerador de campo magnético de frequéncia alternada (MagneTherm,
NanoTherics). A esquerda, osciloscépio; ao centro, a fonte de tensdo; e a direita a bobina
geradora do campo magnético.

Nesse experimento foram testadas cinco diferentes frequéncias de CMA: 110,
165, 330, 467 e 624 KHZ.

Para cada frequéncia testada, os tubos foram incubados por 30 minutos na bobina.
O sinal gerado é uma grandeza analdgica, na qual a intensidade € fun¢do da temperatura.
A transformacédo desta grandeza analdgica em uma grandeza digital é realizada em um
circuito conversor A/D (analdgico/digital). As medidas advindas do conversor A/D
seguem para um microcomputador, onde o software da o tratamento final aos dados da

temperatura do corpo de prova.



3.4 EXPERIMENTOS IN VITRO

3.4.1 Viabilidade celular por MTT

Para verificar se os fluidos magnéticos induziam efeito citotoxico as células de
adenocarcinoma mamario murino (4T1-luciferase) foram tratadas com as amostras MNP
e MNP@Aul no Departamento de Genética e Morfologia do Instituto de Biologia da
Universidade de Brasilia. O método MTT ¢é baseado na absorcdo Optica e analise da
diminuicdo da fungdo celular que € detectavel por produtos de enzimas mitocondriais que
determinam atividades vitais. Para este experimento, 5x10° células 4T1-luciferase foram
cultivadas em placas de poliestireno contendo 96 poc¢os. O numero de células foi
determinado por contagem direta em cdmara de Neubauer, utilizando o corante Azul de
Tripan 0,4 (Sigma). A camara de Neubauer apresenta uma area reticulada, com pequenos
quadrados de superficie conhecida. O volume que fica acima de cada quadrado é de
1/4000 mm?3. O numero de células foi determinado pela formula, conforme padrdo do

Laboratorio:

NUmero de células/mL = (nimero de células contadas/nimero de quadrantes
contados) x fator de diluigdo 10 x 10*

Os volumes dos constituintes foram adicionados em triplicata, conforme Tabela 1

Tabela 1. Dados quantitativos do contetddo dos pocos

Fluidos Fluidos
Magnéticos Magnéticos H20 Meio cultura
Grupos (ng/mL) (1L) (1L) (L)
Controle - - 50 150
1 100 50 - 150
2 50 25 25 150
3 25 12,5 37,5 150
4 12,5 6,25 43,75 150
5 6,25 3,12 46,88 150

ApOs 24 horas em estufa a 37°C e 5% de CO2, o contetdo das placas com meio
de cultura e fluidos magnéticos foram removidos e substituidos por 150 pL de solucao de
MTT em cada poco, sendo 15 pL. de MTT a 5 mg/mL diluido em 135 pL de meio DMEM.

Essas placas foram introduzidas na estufa. Apos duas horas, o conteddo de 150 pL dos



pogos foram retirados e 150 uL de DMSO (dimetilsulféxido) foram adicionados a cada
poco, no sentido de solubilizar o formazan produzido. Esse padrdo de metodologia e
concentracdo foi mantido para andlises das amostras, com meio de cultura, células e
fluidos magnéticos apds incubacgéo por 48 horas.

Apos solubilizagdo do formazan, as placas foram levadas a um espectrofotdmetro
conjugado a uma leitora de microplacas (BioRad 3550-UV) para realizacdo da
quantificacdo do formazan através da medida da absorbancia da solugdo dos pocos, no
comprimento de onda de 595 nm.

Por fim, a viabilidade celular foi determinada em porcentagem, de acordo com a

equacao abaixo:

Viabilidade celular % = (A - B/ C) X 100

3.4.2 Interiorizacdo celular das nanoparticulas magnéticas por MET

A interiorizacdo das nanoparticulas magnéticas dos fluidos MNP e MNP@Au1l
foi visualizada por MET. As células 4T1 luciferase foram plaqueadas em uma densidade
de 1,5x10* células/ pogo em placas de 6 pogos. Os cortes foram visualizados e
fotomicrografados em microscépio eletrénico JEOL JEM 1011 a 80 kV do Laboratdrio
de Microscopia e Microanalise (LMM) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (IB) da
Universidade de Brasilia (UnB)

3.5 ENSAIOS IN VIVO
3.5.1 Inducéo dos Tumores Subcutaneos

Foram utilizados camundongos BALB/c portadores ou ndo de tumores
subcutaneos ap6s o transplante de células 4T1-luciferase (Células de Adenocarcinoma
Murino, Linhagem ATCC-CRL-2539). Para implantacdo subcuténea, os animais foram
submetidos a anestesia profunda com ketamina (80 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg)
intraperitoneal. Apds a anestesia dos animais, foi injetado o equivalente 2x10* células
4T1 diluidas em 50pL de meio DMEM no tecido subcutaneo naregido do flanco esquerdo
dos camundongos BALB/c no Departamento de Genética e Morfologia do Instituto de
Biologia da Universidade de Brasilia.



3.5.2 Avaliacéo histopatoldgica

A biocompatibilidade de nanoparticulas magnéticas implica em elas serem
hemocompativeis, biodegraddveis e ndo toxicas ao organismo, de modo a permitir sua
utilizacdo segura como agente indutor de aquecimento em magnetohipertermia.

Para avaliar a toxicidade de MNP e MNP@Aul em um regime de tratamento para
cancer de mama, os camundongos tiveram o tumor induzido e as amostras foram injetadas
dentro do tumor. Apos 7 dias dessa injecdo, os animais foram sacrificados e 6rgéos:

figado, bacgo, rins, pulmé&o e o cérebro foram coletados para analises.

3.5.3 Magnetohipertermia

Para o tratamento do adenocarcinoma mamario murino com magnetohipertermia, animais
com tumor foram divididos em cinco grupos: [1] animais que foram injetados com PBS
e que ndo tiveram nenhum tratamento (n=5), [2] animais injetados com MNP e
submetidos ao CMA (n=5), [3] animais injetados com MNP@Au1l e submetidos ao CMA
(n=5), [4] animais injetados com MNP (n=5), [5] animais injetados com MNP@AuLl.
Todas as injecbes foram aplicadas intratumoral com o volume de 30 pL, antecedidas pela
anestesia profunda com ketamina (80 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg) intraperitoneal e
colocados no centro da bobina de 17 voltas do equipamento gerador de CMA por 30
minutos, na frequéncia de 472 kHz. Este regime de tratamento foi aplicado em 5 dias
consecutivos e todos os animais foram pesados e tiveram seu tumor medido nesses dias.
Todos os camundongos foram eutanasiados 7 dias apds o término do ciclo de tratamento
em Departamento de Genética e Morfologia do Instituto de Biologia da Universidade de

Brasilia.

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas no programa SPSS versdo 17.0. A
normalidade das variaveis continuas foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Diferengas
entre os grupos analisados foram investigadas atraves de ANOVA (para dados que

seguiram a distribuicdo normal).



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



4. RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO PREVIA DOS FLUIDOS MAGNETICOS

As amostras de fluido magnético MNP, MNP@Aul e MNP@AuU2 foram
preparadas e caracterizadas pelo grupo coordenado pelo Prof, Marcelo Henrique de Sousa
do Programa de P6s Graduacdo em Ciéncias e Tecnologias em Salude da Universidade de
Brasilia [62]. A amostra MNP é constituida de nanoparticulas de maghemita cobertas com
citrato e as amostras MNP@Aul e MNP@AuU2 sdo a amostra MNP acrescidas de ouro,

conforme esquematizado na Figura 2.

FeCl,+FeCly+ .
Hchlimuc |+ HJD

+HNO, + 1O
F-F.'{["'lﬂj}j. MagC Hs
L T
T
. NaBH,
"'l"—I'l.lE"l{J:l_-!i Aun MO
e L O

?—Ff:D;-{.it

Figura 2. Esquema das nanoparticulas de maghemita cobertas com ouro. MNP@Au
representa as nanoparticulas contendo ouro e MNP as nanoparticulas sem a adicdo de
ouro



Os trés fluidos magnéticos foram entregues caracterizados quanto ao seu diametro

fisico e quantidade de ferro e ouro, como mostrado na Tabela 2.

Tabela 2. Caracterizagado dos fluidos magnéticos MNP, MNP@Aul e MNP@Au?2 feita pelo
grupo do Prof. Marcelo Henrique Sousa

MNP MNP@Aul MNP@AuU2
Didmetro fisico das NPM (nm) 15,06 15,67 15,77
Técnica: Difracdo de raios x
Diametro fisico das NPM (nm) 17,9 14 17,4
Técnica: MET
Concentracdo de ferro (mg/mL) 40 40 40
Técnica: ICP-AES
Concentracdo de ouro (mg/mL) 4.3 8,6

Técnica: ICP-AES

A concentragdo de ouro determinada para a amostra MNP@Aul e MNP@AuU2
foi de 4,3 e 8,6 mg/mL, o que d& um teor de 0,129 e 0,258 mg respectivamente, em 30 uL

de dosagem desses fluidos.

4.2 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DAS SUSPENSOES COLOIDAIS

Apos 24 horas da sintese dos fluidos magnéticos foi realizada a avaliacdo da
estabilidade das suspensdes coloidais, a partir da determinacao do potencial zeta de MNP,
MNP@Aul e MNP@AUZ2 a temperatura ambiente e pH 7,4 aproximadamente. A Tabela

3 apresenta os dados obtidos.

Tabela 3. Valores da estabilidade das amostras MNP, MNP@Aul e MNP@Au2 obtida
por meio da medida do potencial zeta ao longo do tempo.

0 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
MNP -41,8 + 0,95 -40,3 £ 0,96 -39,06 +0,12 -36,86%0,76 -30,74+ 1,10
MNP@Aul -33,87+0,15 -35,83+£0,90 -31,73+0,75 -31,43%0,61 -3523+1,37
MNP@Au2 -42,73+0,38 -38,90 £ 0,85 -41,40+1,51 -37,13#0,71 -35,604+0,53

Conforme resultado constatou-se que ndo houve diferenca estatistica (p=0,05) em
relagdo ao potencial zeta de cada amostra ao longo do tempo.

Nota-se 0 aumento do valor absoluto do potencial zeta para a amostra MNP@AuU2
em relacdo a MNP e MNP@Au1 nos tempos analisados, exceto apos seis meses de sintese

em relacdo a amostra MNP. Esses dados sugerem que a adi¢do de ouro (recobrimento) as



nanoparticulas pode conferir maior estabilidade ao fluido magnético, pelo menos quando
as amostras se encontram a 25°C.

4.3 VARIACAO DO POTENCIAL ZETA EM FUNCAO DO pH

Para verificacdo da estabilidade dos fluidos magnéticos submetidos a distintos
potenciais hidrogenidnicos, foram realizadas analises de potencial de superficie das
particulas em funcdo do pH, obtendo os valores de potencial zeta cujos resultados
encontram-se na Figura 3. O ponto isoelétrico das nanoparticulas magnéticas € em torno
do pH 6,8, desta forma, a superficie da particula torna-se positiva ou negativa,
dependendo do pH da solucéo [86]. Enquanto as nanoparticulas de ouro apresentam ponto
isoelétrico em valor de pH, aproximadamente 2 [87]. De acordo com a Figura 10, o valor
de pH ponto isoelétrico medidos para MNP@Aul e MNP@Au2, foi 2 para ambos fluidos,
confirma que o processo de revestimento foi efetivo, uma vez que as propriedades de
carga de superficie das nanoparticulas magnéticas revestidas, MNP@Aul e MNP@Au2,
sdo préximas as do ouro. As curvas de potencial zeta para MNP mostram que a adi¢éo de
citrato causa um deslocamento do ponto isoelétrico das nanoparticulas magnéticas de 6,8
para 2, de tal forma que a carga superficial das particulas em potenciais hidrogeniénicos
superiores passa a ser negativo. No pH sanguineo (7,4), as nanoparticulas revestidas com
citrato e ouro apresentam carga negativa, causando uma repulsdo eletrostatica e evitando

a formacéo de aglomerados.
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Figura 3. Variagdo dos fluidos MNP, MNP@Aul e MNP@Au2 em fun¢do do pH

Nota-se que a amostra MNP mostra-se estavel a partir do pH 6, apresentando
maximo potencial zeta, em médulo, em pH 8: -51,36. Em contrapartida as amostras
MNP@Aul e MNP@AUZ2 apresentaram potencial zeta superior a 30, em modulo, a partir
do pH 7, sendo o maximo, em mdédulo, em pH 8 para MNP@Aul: -57,7 e pH 9 para
MNP@AuU2: -46,13. As curvas apresentadas mostram a viabilidade, em termos de
estabilidade, de aplicagéo desses fluidos in vivo, uma vez que em pH 7 (aproximadamente
0 pH sanguineo), o valor do potencial zeta foi superior a 30, em maédulo.

4.4 AQUECIMENTO DOS FLUIDOS MAGNETICOS POR INDUCAO DO
CAMPO MAGNETICO DE CORRENTE ALTERNADA

Verificar a capacidade de aquecimento das nanoparticulas magnéticas, antes de
utiliza-las para hipertermia € de fundamental importancia para otimizar a aplicacao
terapéutica destas. Nesse sentido, para escolher a melhor condicéo a ser utilizada nos
experimentos in vivo, foram realizados testes preliminares com as amostras no
equipamento de magnetohipertermia em cinco frequéncias distintas (Tabela 4). Os
valores de tensédo e corrente para cada frequéncia foram obtidos no equipamento apos
ajuste de acordo com o manual do instrumento. Os valores de campo magnético foram

obtidos de acordo com o padrdo do manual do instrumento.



Tabela 4. Valores de tensao, corrente e campo magnético obtidos
para o aquecimento dos fluidos magnéticos
Frequéncia nominal Tensdo Corrente Campo Magnético

(kH2) (V) (A) (mT)
1112 27,0 11,7 25
167,0 218 7,6 17
3338 321 8,2 17
472,6 26,0 6.3 11
631,0 21,0 4,6 9

kHz: quilohertz; V: volt; A: ampére; mT: militesla

As temperaturas mais reduzidas alcancadas por MNP, MNP@Aul e MNP@AuU2
foram obtidas a 111,2 (Figura 4) e 167 kHz (Figura 5). As temperaturas maximas
alcancadas a 111,2 kHz por MNP, MNP@Aul e MNP@AuUZ2, foram respectivamente, 71,
24, 45,91 e 41,56 °C, sendo que o inicio da faixa preferencial de hipertermia, 42-44°C,
[95] da amostra MNP foi alcancada apds 3 minutos de aplicacdo do campo de 25 mT,
enquanto que MNP@AuUl alcancou esta faixa de temperatura apés 13 minutos de
aplicacdo desse campo, em contrapartida MNP@Au2 ndo alcangou temperatura adequada
a hipertermia terapéutica. As temperaturas maximas alcancadas a 167 kHz pelas amostras
MNP, MNP@Aul e MNP@AuU2 foi 62,94, 43,39 e 41,61 °C, apds 4 minutos de
aplicacdo do campo de 17 mT a amostra MNP, alcancou a faixa de temperatura adequada
a hipertermia terapéutica, em contrapartida a amostra MNP@Au1 alcangou essa faixa de
temperatura apenas apés 23 minutos de aplicacdo do campo magnético.
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Figura 4. Variacdo da temperatura em fung¢ao do tempo de medicao
Para as amostras MNP, MNP@Aul e MNP@AU2 quando colocadas
no equipamento gerador de CMA na frequéncia de 111,2 kHz, tensao de
27 V, corrente de 11,7 A e campo magnético de 25 mT.

167 kHz

g

=]
W
I

Temperatura (°C)
R

=)

0 4 8 12 16 20 24 28
Tempo (min)

Figura 5. Variacdo da temperatura em funcdo do tempo de medicdo
Para as amostras MNP, MNP@AuUl e MNP@AUZ2 quando colocadas
no equipamento gerador de CMA na frequéncia de 167 kHz, tensao de
21,8 V, corrente de 7,6 A e campo magnético de 17 mT.

Temperaturas intermediérias foram alcancadas pelos fluidos em estudo a 631 kHz
(Figura 6), sendo que a faixa de temperatura adequada a hipertermia terapéutica foi
alcancada apos 3 e 13 minutos de aplicagdo do campo de 9 mT a MNP, MNP@AuUL e,
respectivamente. Em contrapartida a amostra MNP@Au2 nédo alcangou a faixa de
temperatura requerida.
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Figura 6. Variacdo da temperatura em funcao do tempo de medicao
Para as amostras MNP, MNP@Aul e MNP@Au2 quando colocadas no
equipamento gerador de CMA na frequéncia de 631 kHz, tensdo de 21
V, corrente de 4,6 A e campo magnético de 9 mT.

Temperaturas superiores foram alcancadas pelos trés fluidos em estudo, quando
submetidos a 333,8 (Figura 7) e 472,6 (Figura 8) kHz. A temperatura maxima alcancada
por MNP, MNP@Aul e MNP@Au2, a 333,8 kHz foi 79.33, 56,74 e 47,3 °C,
respectivamente, enquanto que a 472,6 kHz a temperatura méxima alcangada por estes,
foi 72,61, 56,48 e 46,28°C, respectivamente. Ap6s 1 minuto de aplicacdo do campo
magnético a 333,8 e 472,6 kHz a amostra MNP alcancou temperatura superior a 42°C
enquanto que MNP@Aul alcancou temperatura preferencial a hipertermia apds 6
minutos de aplicacdo do campo magnético. Em contrapartida MNP@Au2alcancou
temperatura superior a 42 °C ap06s 14 e 17 minutos a 472 e 333,8 kHz, respectivamente.
Nota-se aumentos de temperaturas maiores e mais estaveis a 333,8 kHz, portanto, a
condicdo escolhida para realizar a magnetohipertermia in vivo foi nas condi¢fes de
campo magnético de 17 mT, tensdo 32,1 V, corrente 8,2 A e frequéncia 333,8 kHz
fazendo uso dos fluidos MNP e MNP@Aul. O fluido MNP@AU2 ndo apresentou
resultado satisfatorio, uma vez que a temperatura requerida ao tratamento foi alcancada
em apo6s um longo intervalo de tempo, portanto ndo sera utilizado para o tratamento in

Vivo.
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Figura 7. Variacdo da temperatura em func¢do do tempo de medicdo.Para
as amostras MNP, MNP@Aul e MNP@AU2 quando colocadas no
equipamento gerador de CMA na frequéncia de 333,8 kHz, tensdo de 32,1
V, corrente de 8,2 A e campo magnético de 17 mT.
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Figura 8. Variagao da temperatura em fun¢do do tempo de medi¢do para as
amostras MNP, MNP@Aul e MNP@AU2 quando colocadas no
equipamento gerador de CMA na frequéncia de 472,6 kHz, tensdo de 26 V,
corrente de 6,3 A e campo magnético de 11 mT.

4.5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS FLUIDOS MNP e MNP@AuU1

O estudo da citotoxicidade celular causada pelos fluidos magnéticos foi realizado com
base nos ensaios de MTT, nas células de adenocarcinoma mamario murino (4T1-
luciferase). Foram analisadas as diferentes concentra¢des dos fluidos magnéticos MNP e
MNP@AuU1 por 24 e 48 horas e a viabilidade foi entdo medida. As analises estatisticas

dos resultados mostraram que o fluido MNP néo foi citotdxico nas concentragdes testadas



até 12 ug Fe/mL, mantendo a viabilidade proxima de 100% (Figura 9). A amostra
MNP@Au1 ndo foi citotoxico na concentragdo de 6,25 ug Fe/mL (Figura 10).

De acordo com os dados estatisticos, a amostra MNP apresentou toxicidade significativa
(p<0,05) a partir da concentracdo de 25 ug Fe/mL (Figura 9). A toxicidade de MNP@Aul
foi significativa a partir de 12,5 ug Fe/mL, sendo que a viabilidade celular inferior a 50%
das células foi entre 25 e 100 ug Fe/mL em 48 horas de incubacéo (Figura 10). Para MNP

a viabilidade minima foi de 64,27% de células na concentracdo de 25 ug Fe/mL.
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Figura 9. Andlise da viabilidade das células de adenocarcinoma mamario murino (4T1-
luciferase), submetidas ao tratamento com MNP em diferentes concentragées, por um periodo
de 24 e 48 horas e grupo controle positivo sem tratamento com o fluido magnético.
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Figura 10. Andlise da viabilidade das células de adenocarcinoma mamario murino (4T1-
luciferase), submetidas ao tratamento com MNP@Aul em diferentes concentragcbes, por um
periodo de 24 e 48 horas e grupo controle positivo sem tratamento com o fluido magnético.

4.6 INTERIORIZACAO DAS NANOPARTICULAS

A magnetohipertermia pode ser mais efetiva se as nanoparticulas estiverem
interiorizadas nas células tumorais por um tempo prolongado. Para avaliar se as células
de 4T1 seriam capazes de interiorizar ou reter as nanoparticulas magnéticas de MNP,
MNP@Aul, foi realizada a MET. As células 4T1 foram tratadas com os fluidos
magnéticos por 1 e 24 horas na concentracdo de 50 pug Fe/mL. De acordo com as
fotomicrografias, as nanoparticulas de MNP e MNP@Au1 localizam-se no citoplasma
das células e dentro de estruturas semelhantes a vesiculas, o que indica que as
nanoparticulas foram interiorizadas provavelmente a partir de um processo de endocitose
(Figura 11). O fluido MNPAuUZ2 néo apresentou aquecimento significativo quando exposto
ao campo magnético, sendo assim, nos demais ensaios in vitro e in vivo ndo foi utilizado

esse fluido.



Figura 11. Fotomicrografia de células de adenocarcinoma mamario 4T1 -
luciferase incubadas ou ndao com nanoparticulas magnéticas. (A e B) Células
controle, as quais ndo tiveram contato com nanoparticulas. (C e D) Células
incubadas com fluido MINP. (E e F) Células incubadas com fluido MNP@Aul. Setas
vermelhas indicam as nanoparticulas magnéticas.



4.7 ENSAIOS IN VIVO

4.7.1 Estudo do modelo animal

Os camundongos foram injetados subcutaneamente com células 4T1 — luciferase e foram
acompanhados por 26 dias. O peso dos animais (Figura 12) e o aumento do volume
tumoral (Figura 13) foram registrados a partir do aumento significativo do nodulo
tumoral, no 14° dia. Como mostrado na Figura 12, ndo houve muita variacdo no peso dos
animais ao longo do tratamento. Entretanto, o grupo de animais néo tratados, G1, tiveram
um aumento de peso no final do experimento, provavelmente provocado pela elevada

massa tumoral que carregavam.
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Figura 12. Peso corporal de camundongos (n=5) acompanhados durante o tratamento,

ciclo de 5 dias e, apds 7 dias do tratamento. GO corresponde ao grupo saudavel; G1,
grupo sem tratamento; G2, grupo tratado com MNP; G3, grupo tratado com MNP@Au1.



Em relacdo ao tumor, observou-se que ele apresentou um crescimento
elevado 7 dias apds o tratamento, principalmente o grupo tratado com MNP +
CMA, grupo G2, enquanto que o grupo tratado com MNP@Aul + CMA, grupo
G3, apresentou um aumento de aproximadamente 25 vezes, ap0s 7 dias do
tratamento, em comparacdo com o volume do tumor no primeiro dia do
tratamento.

O grupo controle positivo (animais com tumor e ndo tratados) apresentou
um aumento do volume tumoral inferior ao grupo G2 e G3, sendo que o0 aumento
do volume tumoral foi de aproximadamente 15 vezes uma semana ap6s o ultimo

dia de tratamento em compara¢cdo com o volume do tumor no primeiro dia de

tratamento.
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Figura 13. Monitoragdo do desenvolvimento do adenocarcinoma mamadrio murino
durante 12 dias.

Os tumores também foram histopatologicamente avaliados apds o
sacrificio dos animais (Figura 14). As laminas mostraram tumores com extensas
areas tumorais e tipicas areas de necrose isquémica. Observa-se a efetividade da
implantacéo subcutanea do nédulo tumoral, indicando sucesso no estabelecimento

do modelo tumoral.



Figura 14. (A) Secao histoldgica da mama normal, grupo saudavel. (B) Sec¢do histoldgica
da mama do grupo controle, detalhe mostrando tumor (* amarelo) e necrose isquémica

(* preto)

Juntos, os resultados dos pesos dos animais durante 12 dias, 0 aumento do volume
tumoral e as andlises histopatol6gicas com indicacdo de invasdo tumoral demonstram a
agressividade do modelo de adenocarcinoma mamario murino induzido subcutaneamente

com células 4T1 — luciferase.

4.7.2 Avaliacéo histopatoldgica

A utilizacdo de nanoestruturas como agentes terapéuticos implica também, além
do potencial terapéutico, em elas serem hemocompativeis, biodegradaveis em elas serem
ndo toxicas ao organismo.

Para avaliar a toxicidade de MNP@ e MNP@AuUl em um regime de tratamento
para cancer de mama, os camundongos tiveram 0 adenocarcinoma mamario murino
induzido e as amostras foram injetadas dentro do tumor. Apds 7 dessa injecdo, 0s animais
foram sacrificados e os érgdos foram coletados para analises.

Para a anélise histopatoldgica, foram coletados o figado, baco, rins, pulméo e o
cérebro. O objetivo era avaliar possiveis alteracdes morfoldgicas nos 6rgdos em funcédo
da aplicacdo de nanoparticulas no tumor e a ocorréncia de metastases.

O figado do grupo considerado saudavel apresentou parénquima preservado,
hepatdcitos de tamanho normal e capsula de tecido conjuntivo integra. Foi observado
hematopoiese nos animais submetidos ao tratamento com fluido magnético e degeneracgéo
hidrépica no grupo controle, conforme Figura 15.
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Figura 15 (A) Secdo histoldgica do figado do camundongo sem tumor, sem fluido magnético.

(B) Secdo histoldgica do figado do camundongo do grupo controle
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Figura 16 (A) Secdo histoldgica do bago do camundongo sem tumor, sem fluido magnético, nota-
se hematopoiese, indicado com seta laranja. (B) Secdo histolégica do baco do camundongo do
grupo controle, * vermelho, hiperplasia linfoide. (C) Secdo histoldgica do baco do camundongo
com fluido MNP aplicado no tumor, a seta laranja é um indicativo de hematopoiese, * vermelho,
hiperplasia linfoide. (D) Secdo histoldgica do baco, seta laranja indicando hematopoiese e *
vermelho, hiperplasia linfoide (nodulo linfatico); polpa branca. (HE, 100X)

Na secdo histologica dos pulmdes nota-se congestdo no grupo sem tumor e sem
fluido magnético (Figura 17.A). Nota-se hemorragia no grupo controle, com tumor, sem
tratamento (Figura 17.B) e no grupo tratado com fluido MNP (Figura 17.C). O grupo

tratado com fluido MNPAu1 desenvolveu metastase (Figura 17.D).



Figura 17. Se¢Bes histoldgicas dos pulmdes dos camundongos 11 dias apds a injegdo dos
fluidos magnéticos no tumor. (A) Secdo histoldgica do pulméo do camundongo sem tumor,
sem fluido magnético, nota-se congestdo (Seta laranja). (B) Secdo histoldgica do pulméo do
camundongo do grupo controle, * verde é um indicativo de hemorragia. (C) Sec¢do histolégica
do pulm&o do camundongo tratado com fluido MNP, * verde é um indicativo de hemorragia.
(D) Secdo histolégica do pulmdo com indicativo em amarelo de metastase, no camundongo
tratado com MNP@Au1. (HE, 100X).

Nos rins analisados, a camada cortical apresentou tdbulos e glomérulos de

morfologia padrdo, e zona medular compativel com a normalidade, conforme Figura 18.



Figura 18. Secdes histoldgicas dos rins dos camundongos 11 dias apds a injecdo dos fluidos
magnéticos no tumor. Camundongos que nao tiveram fluido magnético aplicado no tumor
serviram como controle. (A) Secdo histoldgica do rim do camundongo saudavel, sem tumor, sem
fluido magnético. (B) Secdo histoldgica do rim do camundongo do grupo controle. (C) Secdo
histolégica do rim do camundongo com fluido MNP aplicado no tumor. (D) Segédo histoldgica do
rim do camundongo com fluido MNP@Au1 aplicado no tumor (HE, 100X).

O cérebro mostrou células gliais com nucleos bem definidos conforme o tipo
celular, os neurdnios piramidais e capilares bem preservados, conforme Figura 19.



Figura 19. Secdes histoldgicas do cérebro dos camundongos 12 dias apds a injecdo dos fluidos
magnéticos no tumor. Camundongos que ndo tiveram fluido magnético aplicado no tumor
serviram como controle. (A) Secdo histoldgica do cérebro do camundongo saudavel, sem tumor,
sem fluido magnético. (B) Secdo histoldgica do cérebro do camundongo do grupo controle. (C)
Secdo histoldgica do cérebro do camundongo com fluido MNP aplicado no tumor. (D) Secdo
histolégica do cérebro do camundongo com fluido MNP@Au1 aplicado no tumor (HE, 100X).

Os pesos do figado e bago foram anotados ap6s o sacrificio dos animais (Figura
20). Nenhuma perda significante de peso do figado foi observada nos diferentes grupos.
A alteracdo no peso do baco s6 aconteceu entre o grupo tratado apenas com MNP em
relacdo aos grupos controle negativo (grupo 0), controle positivo (grupo 1), tratado com
MNP + CMA (grupo 2) e o grupo tratado apenas com MNP@Aul (grupo 5)
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Figura 20. Pesos do figado e baco de camundongos com adenocarcinoma mamario murino que
foram eutanaziados 7 dias apds injecdo intratumoral de MNP e MNP@Aul. Camundongos sem
tumor foram utilizados como controle negativo, enquanto os animais com tumor sem
tratamento, controle positivo.

4.7.3 Magnetohipertermia

Tendo verificado que as amostras MNP e MNP@AuLl sdo capazes de aquecer
através dos testes preliminares envolvendo aliquotas dos fluidos expostas a campos
magnéticos variando de 9 — 25 mT, essas amostras foram utilizados para o tratamento do
cancer de mama dos animais utilizando magnetohipertermia.

Apos a caracterizagdo das amostras MNP e MNP@AuL1, os fluidos magnéticos
foram testados em relacdo a sua capacidade de atuar como agente terapéutico contra o
adenocarcinoma mamario murino, sob inducdo de um campo magnético alternado apos
ser injetado dentro do tumor do animal. Para este ensaio, 0 camundongo foi anestesiado
e colocado dentro do equipamento gerador de campo magnético alternado (CMA). Os
camundongos receberam injecdo intratumoral de MNP, MNP@Aul ou PBS (controle
negativo) e foram deixados no equipamento por 30 minutos.

O tratamento foi baseado em 3 aplicagdes da amostra e 5 exposi¢coes ao CMA em

dias consecutivos. Foram utilizados trés grupos de camundongos, incluindo tratamento e



controle, estando assim distribuidos: [G1] animais que ndo tiveram nenhum tratamento,
[G2] animais tratados com MNP + CMA, [G3] animais tratados com MNP@Aul + CMA.
Os animais de cada grupo foram analisados uma semana ap6s o término do tratamento.
O primeiro aspecto observado foi 0 estado da doencga nos animais. Em todos os grupos
analisados havia animais, com atividade motora reduzida, caracterizado por isolamento
no canto da gaiola, sem reacgdo quando eram pegos para a imobilizagcdo. Nos animais que
receberam tratamento de fluido magnético + CMA, observou-se que eles eram mais ativos
e 0 estado de morbidade em geral era menor do que no grupo sem tratamento.

O peso dos animais foi monitorado durante o regime de tratamento e no dia em
que foram sacrificados (Figura 21). O gréafico de peso ap6s uma semana do fim do
tratamento mostrou uma tendéncia dos animais tratados com fluido magnético contendo
nanoestruturas de maghemita revestidas com ouro + CMA manterem seu peso ap0s 0
ciclo de tratamento quando comparados com 0s animais tratados com MNP + CMA.
Entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos tratados com MNP + CMA
(grupo 2), MNP@Au1 + CMA (grupo 3) e o0 grupo ndo tratado (grupo 1). Estatisticamente
houve diferenca entre o peso do grupo controle negativo, grupo 0, comparado aos grupos
tratados com fluidos magnéticos associados ao CMA e o grupo nao tratado. Em
contraposi¢do ndo houve diferenca estatistica entre o peso dos grupos tratados somente
com os fluidos MNP (grupo 4) e MNP@AuU1 (grupo 5) com relacdo aos demais grupos.
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Figura 21. Peso corporal dos camundongos acompanhados por 7 dias apds um

ciclo de 5 dias de tratamento tumoral com magnetohipertemia.



O volume dos tumores dos animais também foi acompanhado durante os dias de
tratamento e uma semana apo6s o ciclo de tratamento, de acordo com o gréafico da Figura
22, parece haver uma tendéncia de manutencdo do volume tumoral, até trés dias de
tratamento, do grupo controle positivo (grupo G1), e dos animais tratados apenas com
MNP e MNP@AuU1, G4 e G5 respectivamente. Entretanto todos 0s grupos apresentaram

aumento do volume tumoral 7 dias apds o término do ciclo de tratamento.
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Figura 22. Aumento do volume tumoral dos camundongos acompanhados por 11 dias apds o

inicio de um ciclo de tratamento do adenocarcinoma mamario murino com magnetohipertermia

O peso do tumor também foi analisado apds o sacrificio dos animais 7 dias ap6s
o término do ciclo de tratamento (Figura 23). Em concordancia com os dados de volume
tumoral, esses resultados mostraram que uma semana apdés o tratamento de
magnetohipertermia, os pesos dos tumores dos camundongos dos grupos tratados com
fluido magnético MNP (grupo G4) e MNP@Aul (Grupo G5), foram menores em relagéo
aos tumores do grupo de animais tratados com MNP + CMA (grupo G2) e tratados com



MNP@Aul + CMA (grupo G3). Apesar dessa diminuigéo, os resultados ndo foram

estatisticamente significativo
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Figura 23. 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,

Grupo G2 e G3, tiveram maior quantidade de necrose isquémica no tumor do que 0s
animais que nao receberam tratamento, grupos: G1, G4 e G5 (Figura 24). Além disso, 0s
animais tratados com MNP@Aul + CMA, grupo G3, tiveram uma maior quantidade de

necrose a partir do tratamento comparados com o grupo tratado com MNP + CMA, grupo

G2.
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Figura 24. Porcentagem de necrose nos tumores dos camundongos em diferentes grupos apds 1

dia do tratamento tumoral com magnetohipertermia.

Dentro dos parametros histoldgicos considerados como resposta do tumor a
terapia tem-se necrose isquémica; necrose pos tratamento; reducdo do tamanho em
relacdo ao inicial. Existem outros parametros, mas estes sdo 0s principais que foram
avaliados neste trabalho.

O carcinoma mamario apresenta varios tipos histolégicos: tubular, cribriforme,
solido, comedo e papilar; diversos graus histologicos (baixo grau e alto grau). Contudo,
a inducdo tumoral nestes camundongos produziu geralmente o carcinoma sélido de alto
grau.

Os tumores foram histopatologicamente avaliados apds o sacrificio dos animais,
7 dias apds o tratamento (Figura 25). Observa-se que o grupo tratado com MNP@Aul +
CMA apresentou uma maior area de necrose pos tratamento comparado ao grupo tratado
com MNP + CMA.



Figura 25. (A) Microscopia da mama normal (*) do grupo controle negativo, camundongos sem

tumor. (B) Mama com tumor (*) do grupo controle positivo, com tumor e sem tratamento,
necrose isquémica (* ) . (C) Mama do grupo tratado com MNP, nota-se necrose pds-tratamento
(*) (D) Mama do grupo tratado com MNP@Aul, nota-se necrose pds-tratamento (*),

necrose isquémica (*) e tumor (*)

As laminas coradas com hematoxilina e eosina (HE) mostraram a transicéo
necrose — tumor do animal do controle positivo (Figura 26. D), a presenca de ferro no
grupo tratado com MNP + CMA e hemossiderofagia no grupo tratado com MNP@Au1 +
CMA.
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Figura 26. (A) Secdo histoldgica da mama do camundongo do Grupo controle negativo, nota-se a

glandula normal (*) (B) Transicdo necrose isquémica( * )—tumor(*) da mama do grupo
controle positivo. (C) necrose pds-tratamento do grupo tratado com MNP nota-se a presenca de

ferro (* ) (D) Presenca de hemossiderofagia (seta laranja) no grupo tratado com MNP@Au1 (HE,
100X)




5.DISCUSSAO

Nesta pesquisa foram feitos testes para avaliar a potencialidade de nova amostra
de fluido magnético no tratamento do adenocarcinoma mamario murino por
magnetohipertermia. Diversas nanoestruturas estdo sendo atualmente testadas como
agentes terapéuticos, diagndsticos e progndsticos. Neste contexto, as nanoparticulas
magnéticas, principais constituintes dos 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 cancer.

Os fluidos magnéticos contendo ouro (MNP@AuUl e MNP@AU2) representam
novas amostras preparadas a partir de uma amostra ja previamente utilizada e
caracterizada pelo grupo do Prof. Marcelo Sousa [62], esta constituida de nanoestruturas
de maghemita cobertas com citrato (amostra MNP). Alguns estudos j& mostraram que
nanoestruturas de maghemita revestidas com citrato sao adequadas para a associacdo de
moléculas de metalicas [62] e o0 ouro por ser um metal biocompativel, aprovado pela
FDA, também foi associado a essas nanoparticulas produzindo os fluidos magnéticos
MNP@Aul e MNP@AUZ2.

Neste trabalho, a caracterizacdo dessas novas amostras MNP@Aul e MNP@AuU2
como tamanho e concentracdo de ferro e ouro foram realizadas pelo grupo do prof.
Marcelo que utilizaram as técnicas de microscopia eletrénica de varredura e difratometria
de raios X, tendo obtido o didametro de 17,9, 14 e 17,4 nm para as mostras MNP,
MNP@Aul e MNP@AuU2 respectivamente, através de microscopia eletronica de
varredura e 15,06, 15,67 e 15,77 nm por difratometria de raios X. A diferenca observada
nos resultados é devido ao emprego de diferentes metodologias, o que esta de acordo com
os resultados prévios [89] e os obtidos por Mamani e colaboradores [90], os quais também
obtiveram um tamanho menor da nanoparticula magnética por DRX do que pela técnica
de MET. Nesse sentido, levando-se em consideragdo as limitacGes de cada método, como
o fato do didametro das nanoparticulas serem medidas manualmente nas analises por MET,
por exemplo, essas diferencas ndo foram consideradas na avaliacdo da amostra. Para
aplicacdes biomedicas, 0 método de preparo de nanoparticulas de 6xido de ferro mais

utilizado é a co-precipitacdo de ions de ferro em meio alcalino [97] e os resultados



similares obtidos quanto ao tamanho nas nanoparticulas demonstram a boa
reprodutibilidade da metodologia.

Além do diametro reduzido, as fotomicrografias de MET revelaram a forma
esférica das nanoestruturas. Nao é possivel fazer inferéncias sobre o grau de agregacéo
das nanoparticulas pela técnica de MET, uma vez que para serem observadas por esta
técnica, as amostras devem ser desidratadas. De qualquer forma, através do potencial zeta
é possivel concluir se as amostras formam aglomeracgdes entre si.

A avaliacdo dos valores de potencial zeta mostrou que as NPM, contendo ou nao

ouro apresentaram cargas negativas. Em consonéncia com a revisdo da literatura,
nanoparticulas magnéticas revestidas com citrato e ouro possuem carga negativa [62].
O fato do ponto isoelétrico dos fluidos magnéticos constituidos por nanoestruturas de
maghemita revestidas com ouro ser 2 pode ser um indicativo de que o ouro esta cobrindo
toda a superficie das nanoparticulas magnéticas, uma vez que, o ponto isoelétrico da
maghemita é em pH 6,8, enquanto do ouro em pH 2. Os resultados de potencial zeta
evidenciaram valores absolutos elevados, o que coloca essas nanoparticulas como
sistemas bastante estaveis. Valores de potencial zeta maiores que 30 mV, em modulo, séo
considerados atributos que conferem boa estabilidade da suspenséo coloidal [98], uma
vez que a repulséo eletrostatica contribui significativamente para esta estabilidade, ndo
sendo, no entanto, a Unica caracteristica que confere estabilidade as nanoparticulas. Outro
dado importante obtido dessas analises de estabilidade coloidal foi que ndo houve
diferenca estatistica em relacdo ao potencial zeta entre os fluidos MNP, MNP@AuUL1 e
MNP@AuU2 e, além disso no pH sanguineo (7,4), as nanoparticulas revestidas com citrato
e ouro apresentam carga negativa, superior a 30 mV, em modulo, causando uma repulsédo
eletrostatica e evitando a formacdo de aglomerados, o que sugere a possibilidade de
aplicacdo dos fluidos in vivo sem a desvantagem em relacdo a aglomeracdo das
nanoparticulas, muito comum em Vvarios tipos de amostras nanoestruturadas [92] [93].

O citrato de sédio ou sal soédico do acido citrico € um composto presente
naturalmente no organismo humano porque faz parte das vias metabdlicas. O FDA
reconhece o citrato de s6dio como seguro e 0 autoriza como aditivo alimentar, aparece na
lista como E — 331 e serve como emulsionante, estabilizador, reguladora da acidez
sequestrante. A utilizacdo do citrato de sodio em NPM produz uma suspensao coloidal
estavel em agua e elas se apresentam biocompativeis quando utilizadas em baixas
concentracdes para aplicagdes in vitro [62]. Os trabalhos encontrados na literaturatura

que utilizam nanoparticulas de 6xido de ferro cobertas com citrato, mostram dados bem



estabelecidos quanto ao tamanho e potencial zeta das nanoparticulas, citotoxicidade e
biocompatibilidade [62]. Nossos resultados corroboraram esses ja existentes e mostram
ainda que os fluidos MNP@AuUl e MNP@AuU2 sdo mais estaveis do que as amostras
MNP, apontando para o fato de o ouro conferir ainda mais estabilidade ao fluido
magnético que o citrato de sodio.

O efeito da citotoxicidade do fluido magnético contendo ouro foi avaliado pelo
teste de viabilidade celular segundo o método do MTT. A pesar dos relatos na literatura
quanto as complicacdes para a realizacdo do MTT [93] [94], como a interacdo entre 0s
nanomateriais e 0s reagentes ou produtos do ensaio, este tem sido 0 método mais utilizado
para acessar a nanotoxicidade in vitro [95]. Até o momento nao foi relatada nenhuma
interacdo de nanoparticulas de maghemita com reagentes ou produtos do ensaio de MTT
que pudessem inviabilizar sua utilizacdo com esse material. Além disso, ndo foi
observada a aderéncia das nanoparticulas dos fluidos FMS e FM nas placas de cultura
utilizadas, o que poderia interferir com a leitura no espectrofotdmetro para a quantificacdo
do formazan.

Os resultados obtidos no ensaio de MTT mostraram que o fluidos magnético MNP
ndo provocou reducdo de 50% de viabilidade para as células 4T1 - luciferase nas
concentracdes entre 6,25 — 100 ug/mL em 24 e 48 horas de incubacdo. O fluido
MNP@Au1, também, ndo reduziu em 50% a viabilidade celular nas concentracdes entre
6,25 — 100 ug/mL em 24 horas de incubacdo. A pesar da diminuicdo da viabilidade
celular, os resultados ndo séo considerados como toxicos para as células 4T1 — luciferase.
Entretanto, a toxicidade foi observada nos resultados dos testes com a concentracéo entre
25 — 100 ug Fe/mL, nos quais as células apresentaram viabilidade inferior a 50% em 48
horas de incubacdo. Os resultados encontrados estdo de acordo com os dados da literatura
sobre a concentracdo toxica de nanoparticulas de maghemita revestida com ouro,
utilizando diferentes linhagens celulares e diferentes metodologias para acessar a
toxicidade [97] [98].

Apesar deste estudo ndo ter testado a toxicidade dos fluidos magnéticos em células
normais, outros trabalhos que utilizaram nanoparticulas de 6xido de ferro revestidas com
ouro ja mostraram que células normais como nas linhagens de queratindcitos (HaCaT) de
humano e linhagem de fibroblasto (NIH/3T3) de camundungo, obtiveram viabilidade
celular superior a 80% em 24 horas de incubacdo, nas concentracGes entre 6,25 — 100 ug

de ferro/mL [62]. Nesse contexto, a estratégia do presente estudo foi escolher uma



concentracdo que fosse biocompativel com as células normais e que, apos a aplicagdo do
campo magnético de frequéncia alternada, a toxicidade fosse especifica para as células

Em relacdo a interiorizacdo das nanoparticulas dos fluidos MNP e MNP@Au1
pelas células de adenocarcinoma mamario murino, foi verificada a presenca de ambas no
interior das células da linhagem 4T1 — luciferase e que elas estavam dentro de estruturas
semelhantes a vesiculas, sugerindo que essas nanoparticulas foram interiorizadas
mediante o processo de endocitose. Estudos mostram que a cobertura e o tamanho das
nanoparticulas possuem efeito sobre sua interiorizacdo [101]. A MET foi realizada com
0 objetivo qualitativo, portanto ndo foi possivel realizar inferéncias sobre a quantidade de
nanoparticulas interiorizadas do fluido MNP e do fluido MNP@Au1, se havia maior
quantidade de uma ou de outra, mas pode-se concluir que, a0 mesmo tempo em que 0
ouro ndo foi um obstaculo para a interiorizacdo dessas nanoparticulas, ele também néo
promoveu vantagens em relacdo as nanoparticulas sem ouro neste processo.

Os estudos in vivo permitem analisar os efeitos das nanoparticulas a longo prazo,
sua biodistribuicdo e retencdo tumoral [95], além de avaliar seu efeito nanotoxico. A
maioria dos estudos de nanotoxicidade e de biodistribuicdo das nanoparticulas [88] tem
utilizado injec&o endovenosa das nanoestruturas. No entanto, a circulagéo sistémica induz
no transporte das nanoparticulas pelo sistema reticuloendotelial do figado e do baco,
ocasionando a retencdo das particulas opsonizadas pelos macrofagos residentes nestes
Orgdos [103]. Uma das alternativas para contornar essa situacdo € utilizar nanoestruturas
furtivas, que sofrem modificacbes de superficie estratégicas para reduzir sua remocao
prematura da circulacdo, o que pode ser promovido, por exemplo, por meio de
polietilenoglicol (PEG) [104]. Outra medida que tem sido adotada é a realizacdo da
administracdo intra-arterial das nanoparticulas préxima ao tumor, evitando, assim, que
elas sejam capturadas e removidas antes de atingirem a massa tumoral [105] [106].

Neste estudo, foi escolhida a administracdo intratumoral das amostras. Uma vez
que o cancer de mama oferece a facilidade de aplicacdo intratumoral, este método foi
escolhido para tentar potencializar a entrega das nanoparticulas ao tumor, ja que a
presenca de grande quantidade de nanoparticulas magnéticas no tumor € imprescindivel
para a realizacdo da magnetohipertermia para tratamento do adenocarcinoma mamario
murino.

Para avaliar a nanotoxicidade in vivo podem ser utilizadas diferentes técnicas.
Neste trabalho foram investigadas as mudancgas na morfologia do tecido, examinadas por

histologia.



A injecdo intratumoral dos fluidos magnéticos ndo provocou nenhuma alteracéo
nos 6rgdos avaliados, figado, bago, rim e cérebro, entretanto verificou-se a presenga de
metastase no pulmao dos grupos tratados com MNP e MNP@AuUL. A analise histoldgica
dos tumores dos animais revelou acimulo de nanoparticulas, apds 7 dias de injecéo
intratumoral. Isto mostra o efeito da permeabilidade e retencdo (EPR), caracteristica das
nanoparticulas, devido a morfologia da capilaridade nos vasos sanguineos do tumor.
Outro fator importante a se considerar, € a relacdo dos tamanhos das nanoparticulas com
a biostribuicdo no organismo. Blanco e colaboradores (2015) mostraram em seu estudo
esta relacdo, e ressaltam que as particulas com didmetros > 2.000 nm se acumulam dentro
do baco e do figado, bem como nos capilares dos pulmdes. Engquanto, nanoparticulas na
faixa de 100-200 nm tém se mostrado extravasadas através de fenestracdes vasculares de
tumores (efeito EPR) e sdo filtradas pelo figado e bago, conforme foi analisado pelo
estudo da nanoformulagdo MIC-FOALCLFT. A medida que o tamanho aumenta além de
150 nm, as nanoparticulas s&o aprisionadas dentro do figado e do bago [107].

N&o foram evidenciados aumentos no peso do figado e também ndo foram
encontradas alteracdes histologicas nesse orgao analisado, como necrose e inflamacéo
entre 0s grupos controle negativo e os grupos tratados com MNP e MNP@AuU1, entretanto
observou-se degeneracdo hidropica no grupo controle positivo. Estes resultados estéo de
acordo com os achados de Costa [108], que utilizaram nanoparticulas de ouro.

Com relacdo a secdo histologica do pulmdo dos animais foi evidenciado
mestastase nos grupos tratados com os fluidos MNP e MNP@AuLl. Este dado pode ser
explicado devido ao fato das celulas utilizadas, 4T1, ser de uma linhagem altamente
metastatica. Uma forma que poderia melhorar a eficiéncia deste tratamento, seria
diminuir os intervalos de tempo entre as sessGes de aplicacdo da magnetohipertermia,
visto que nestas circunstancias o tratamento em si € mesmos invasivo. Neste trabalho foi
utilizada a injecdo intratumoral de NPM seguida de aplicacdo de campo magnético
alternado para tratar o adenocarcinoma mamario murino. A inje¢do intratumoral foi
escolhida porque, além de permitir um aumento de temperatura mais localizado sem
danificar tecidos sadios adjacentes, os tumores de mama oferecem a facilidade de
tratamentos intratumoral sem maiores dificuldades. No entanto, para tumores mais
profundos, essa metodologia intratumoral também pode ser empregada com o auxilio de
técnicas de injecdo guiada (TC, ultrassom, endoscopia).

O tratamento do adenocarcinoma mamario murino com magnetohipertermia

mostrou resultados promissores quanto a area de necrose pos tratamento. Para os animais



tratados com nanoparticulas e CMA, foi utilizado 1 ciclo de tratamento, que corresponde
a trés aplicagdes da amostra magnética e 5 exposi¢des ao CMA por 30 minutos cada em
dias consecutivos. Os regimes de tratamento mais utilizados na literatura relatam uma,
duas ou trés exposicées ao CMA por 30 minutos com intervalos de 24 h entre eles [109]
[110] [111] [112] [113] [114] [115]. No entanto, alguns trabalhos também utilizam a
hipertermia magnética por até 6 vezes de 20 ou 30 minutos cada [116] [117]

Neste trabalho a porcentagem de necrose encontrada nos tumores dos animais
tratados com os fluidos magnéticos + CMA foi cerca de 10 vezes maior em relacdo aos
animais ndo tratados e aqueles tratados apenas com os fluidos magnéticos. Estes
resultados estdo de acordo com outros estudos que também mostraram que a associagao
de nanoparticulas magnéticas com a exposicdo ao CMA elevou o percentual de necrose
em tumores solidos [45] [118]. Portilho [118] 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 [45], apesar de néo 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, distribuicdo de tamanho e
forma das nanoparticulas, assim como a frequéncia e forca do campo magnético utilizado
[119] [120]. 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), recobrimento do nucleo magnético, que foram bem diferentes das
nanoparticulas utilizadas neste trabalho, pelos tipos de tumores tratados, os quais
respondem de forma diferente as terapias.

Em suma, pode-se observar pelas analises histoldgicas que o tratamento utilizando
a magnetohipertermia com o fluido magnpetico MNP@Au1, possibilitou a regressédo
neoplésica, sendo uma nova forma para o tratamento de cancer de mama. Um exemplo
de melhora que poderia ser efetuada é associar um quimioterapico as nanoparticulas, de
forma a potencializar o efeito antitumoral. Estevanato (2012) mostrou uma redugdo de
aproximadamente 70% no volume tumoral e 55% no peso do tumor dos animais tratados
com uma combinagdo de nanocapsulas magnéticas contendo Selol, Paclitaxel e CMA
[45].



6. CONCLUSOES

Neste estudo, uma nova amostra de fluido magnético, composta de nanoestruturas
de maghemita revestida com ouro foi caracterizada e testada quanto ao seu
potencial para tratamento do carcinoma mamario murino com
magnetohipertermia (MHT). Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir

que:

1) Medidas do potencial zeta evidenciaram NPM carregadas negativamente
e sem variagdo significativa de seu valor ao longo de 24 meses ap0s o
preparo de MNP@Aul e MNP@AU2, o que sugere boa estabilidade da
amostra;

2) Verificou-se, pelo ensaio de MTT, que MNP@AuUL1 ndo reduziu em 50%
a viabilidade para células de adenocarcinoma mamario murino 4T1 -
luciferase em concentragdes entre 6,25 — 100 pg Fe/mL em 24 h de
incubacéo;

3) Imagens de MET mostraram que as nanoparticulas de MNP@Aul foram
interiorizadas pelas células de adenocarcinoma mamario murino, sendo
encontradas no citoplasma das células tumorais dentro de estruturas
semelhantes a vesiculas, e que essa interiorizacdo foi observada a partir de
1 h de incubacdo das NPM com as células;

4) Avaliacdes histopatoldgicas, revelaram que a injecdo intratumoral de
MNP@Au1 ndo foi toxica para rim, cérebro, figado;

5) Aliquotas de MNP@Aul apresentaram aquecimento compativel com a
realizacdo de MHT quando foram submetidas a diferentes condi¢des no
equipamento gerador de campo magnético de frequéncia alternada;

6) MNP@Aul foi utilizado no tratamento do adenocarinoma mamario
murino utilizando MHT e a eficacia desse tratamento foi evidenciada pelo
maior percentual de necrose nos tumores dos animais tratados em relagéo

a0s ndo tratados.
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