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RESUMO

Objetivo: Avaliar o potencial da técnica de magneto-hipertermia utilizando nanoparticulas
superparamagnéticas de 6xido de ferro recobertas com aminosilana em modelo de tumores de
glioblastoma. Métodos: As nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro recobertas
com aminosilana foram avaliadas quanto a sua estabilidade em meio aquoso e a seu potencial de
aquecimento pela taxa de absorgao especifica, quando submetidas a magneto-hipertermia, com
diferentes frequéncias e intensidades de campo magnético alternado. Nos ensaios de magneto-
hipertermia in vitro, as células C6 cultivadas e transduzidas com luciferase foram avaliadas por
bioluminescéncia na presenga/auséncia do campo magnético alternado, como também com e sem
nanoparticulas superparamagnéticas de dxido de ferro recobertas com aminosilana. No estudo
in vivo, a medida de bioluminescéncia foi adquirida no 21° dia apds indugdo do glioblastoma
com células C6 nos ratos. Apés 24 horas, as nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de
ferro recobertas com aminosilana foram implantadas no animal, tendo sido realizada a magneto-
hipertermia por 40 minutos, nas melhores condicoes de frequéncia e intensidade de campo
magnético alternado testado no estudo in vitro (maior valor da taxa de absorcéo especifica); foi
verificada a diferenga do bioluminescéncia antes e apés a magneto-hipertermia. Resultados: As
nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro recobertas com aminosilana se mostraram
estaveis, e sua capacidade de aquecimento aumentou com o incremento da frequéncia e da
intensidade de campo magnético alternado. A aplicagdo da magneto-hipertermia, com 874kHz
e 200 Gauss do campo magnético alternado, determinou o melhor valor da taxa de absorgéo
especifica (194,917W/g). Quando utilizados, estes pardmetros de magneto-hipertermia in vitro
resultaram em morte celular de 52,0% e in vivo de 32,8% por bioluminescéncia. Conclusao:
A técnica de magneto-hipertermia foi promissora para o processo terapéutico de tumores de
glioblastoma no modelo animal utilizando as nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de
ferro recobertas com aminosilana recobertas com aminosilana, que apresentaram alta taxa de
absorcao especifica.

Descritores: Glioblastoma/terapia; Magneto, hipertermia; Nanoparticulas; Nanoparticulas de
magnetita; Aminosilana; Modelo tumoral; Ratos
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the potential of magnetic hyperthermia using
aminosilane-coated superparamagnetic iron oxide nanoparticles
in glioblastoma tumor model. Methods: The aminosilane-coated
superparamagnetic iron oxide nanoparticles were analyzed as to
their stability in aqueous medium and their heating potential through
specific absorption rate, when submitted to magnetic hyperthermia
with different frequencies and intensities of alternating magnetic
field. In magnetic hyperthermia in vitro assays, the C6 cells cultured
and transduced with luciferase were analyzed by bioluminescence
in the absence/presence of alternating magnetic field, and also
with and without aminosilane-coated superparamagnetic iron
oxide nanoparticles. In the in vivo study, the measurement of
bioluminescence was performed 21 days after glioblastoma
induction with C6 cells in rats. After 24 hours, the aminosilane-coated
superparamagnetic iron oxide nanoparticles were implanted in
animals, and magnetic hyperthermia was performed for 40 minutes,
using the best conditions of frequency and intensity of alternating
magnetic field tested in the in vitro study (the highest specific
absorption rate value) and verified the difference of bioluminescence
before and after magnetic hyperthermia. Results: The aminosilane-
coated superparamagnetic iron oxide nanoparticles were stable,
and their heating capacity increased along with higher frequency
and intensity of alternating magnetic field. The magnetic hyperthermia
application with 874kHz and 200 Gauss of alternating magnetic field
determined the best value of specific absorption rate (194.917W/qg).
When these magnetic hyperthermia parameters were used in
in vitro and in vivo analysis, resulted in cell death of 52.0% and
32.8%, respectively, detected by bioluminescence. Conclusion:
The magnetic hyperthermia was promissing for the therapeutical
process of glioblastoma tumors in animal model, using aminosilane-
coated superparamagnetic iron oxide nanoparticles, which presented
high specific absorption rate.

Keywords: Glioblastoma/therapy; Magnetic, hyperthermia; Nanoparticles;
Magnetite nanoparticles; Cell tracking/methods; Aminosilane; Tumoral
model; Rats

INTRODUGAO

O glioblastoma (GBM) compreende 47,7% de todos os
tumores malignos cerebrais, e apenas 5,6% dos pacientes
acometidos sobrevivem até 5 anos apds o diagndstico,
de acordo com o relatério estatistico da Central Brain
Tumor Registry of the United States (CBTRUS)," apre-
sentando prognoéstico ainda bastante limitado. O GBM
representa uma das doengas mais devastadoras do siste-
ma nervoso central, devido ao seu comportamento ex-
tremamente agressivo, € nao tem respostas satisfatorias
as diversas modalidades terapéuticas até os dias atuais.®

Estudos pré-clinicos em tumores de GBM permiti-
ram entender e avaliar as diferentes estratégias para o
processo terapéutico.®* Dentre os modelos pré-clinicos
de inducao tumoral,® os que utilizam células C6 apre-
sentam vantagens, devido aos aspectos histoldgicos e a
suas similaridades com os achados em humanos, como:
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polimorfismo nuclear, alto indice de mitose, focos de
necrose tumoral, hemorragia intratumoral, invasdo do
parénquima e neoangiogénese.5®

Como atualmente ndo ha tratamento eficaz para o
GBM, mecanismos terapéuticos alternativos vém sendo
desenvolvidos,” como a técnica de magneto-hiperter-
mia (MHT). Sua relevancia resulta dos efeitos antitu-
morais significativos em modelos de GBM;®9 e também
em outros tipos de tumores.'*!) Na técnica de MHT, as
nanoparticulas magnéticas, ao serem direcionadas ao tu-
mor e expostas a um campo magnético alternado (CMA)
com frequéncias de intensidades apropriadas, sdo aque-
cidas até alcancarem temperatura terapéutica de 42 a
45°C,1? capaz de afetar a massa tumoral sem prejudicar
o tecido normal circunjacente.®

Nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de
ferro (NSOF) tém grande potencial para serem aplica-
das na técnica de MHT, fundamentadas em suas pro-
priedades magnéticas de transformacao de energia, ge-
rando aquecimento.® Estudos pré-clinicos mostraram
a eficacia de diversos tamanhos e coberturas biocom-
pativeis de NSOE ! embora em muitos desses estudos
a eficacia da MHT tenha sido avaliada em modelos de
tumores de GBM induzido no flanco do animal, ao in-
vés de indugdo intracerebral.('® As aplicacoes, tanto das
células indutoras do tumor quanto das NSOF, por meio
de estereotaxia, sdo as opgoes mais adequadas para a
representacdo de um modelo de GBM submetido a tra-
tamento de MHT e que mimetiza o que acontece real-
mente, além da necessidade de colocar uma grande
quantidade de NSOF localizada no tumor, para aumentar
o potencial de aquecimento da termoterapia.(¥

Ha alguns aspectos que ainda precisam ser avalia-
dos com relacdo a eficacia da terapia da MHT, como
propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas, co-
bertura, tamanho, tipo de nanoparticula magnética, pa-
rametros do CMA (frequéncia e intensidade de campo
oscilante), concentracdo de nanoparticulas, tempo de
aplicacaio da MHT, assim como poucos estudos em
modelos de GBM intracerebral.®'® Uma das nano-
particulas magnéticas que apresenta grande potencial
¢ a NSOF recoberta com aminosilana (NSOF, ), por
apresentar maior valor de magnetizagdo de saturagao
(790,93 A/m), o que influencia na capacidade de aque-
cimento, em comparacao com NSOF recobertas com
outros materiais — por exemplo carboximetildextrana
(227,13 A/m).® Utilizando as NSOF, . em ensaios com
MHT, Jordan et al.,”) mostraram que as NSOF possibi-
litaram a formacao de depdsitos mais estaveis de nano-
particulas em volta de todo o tumor, em comparacao as
NSOF com revestimento de dextrana. Além disso, estas
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NSOF, . foram avaliadas e usadas para aplicagoes clini-
cas em pacientes com tumores,'® além de nao terem
infligido danos em neurdnios corticais em estudos de
modelo animal.®*”

Neste sentido, o presente trabalho busca elucidar
in vitro e in vivo as propriedades das NSOF recobertas
com aminosilana associadas aos diferentes parametros
da MHT na eficiéncia terapéutica do GBM em mode-
los pré-clinico. Para tal, avaliamos as caracteristicas do
CMA apropriado para MHT aplicado na terapia de tu-
mores de GBM devido a eficiéncia no aquecimento das
NSOF, ., resultante da intensidade de campo magné-
tico e da frequéncia de oscilac@o, assim como a avalia-
cao da eficacia da terapia de MHT in vitro e in vivo,

mediante a técnica de bioluminescéncia (BLM).

OBJETIVO

Avaliar o potencial da técnica de magneto-hipertermia
utilizando nanoparticulas de 6xido de ferro recobertas
com aminosilana em modelo de tumores de glioblastoma.

METODOS

Desenho experimental

Este estudo foi desenvolvido em trés etapas. Na pri-
meira etapa, foram realizados testes da estabilidade do
tamanho hidrodinamico (Figura 1A) e do potencial de
transformacdo de energia magnética em térmica das
NSOF, ., utilizando diferentes frequéncias e intensida-
des de campo magnético, obtendo, a partir das curvas
de aquecimento, encontramos a taxa de absor¢ao es-
pecifica (SAR - specific absortion rate) (Figura 1B). Na
segunda etapa, testes in vitro objetivaram verificar a via-
bilidade das células C6 com e sem a aplicacao da MHT
na presenga ¢ na auséncia de NSOF, . (Figura 1C)
Na terceira etapa, foram realizados ensaios de MHT
in vivo, iniciando com a inducido tumoral de GBM
intracerebral em ratos, por meio da aplicacdo de 10°
células C6 por estereotaxia (Figura 1D) seguida da
avaliacdo tumoral por BLM pré e pds-aplicagao da
técnica de MHT (Figura 1E), que se utilizou dos para-
metros estabelecidos na primeira e na segunda etapas.

Nanoparticulas magnéticas

Foram utilizadas NSOF, . com nucleo de magnetita
(Fe,0,) (Chemicell, Berlin, Germany), com densidade
de ~1,25g/cm?®, acopladas ao grupo funcional amino
(NH,), diametro hidrodindmico (DH) de 100nm e po-
tencial zeta +20mV.
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Figura 1. Etapas do desenho experimental. (A-B) A primeira etapa compreendeu
a avaliagao da estabilidade do diémetro hidrodindmico [(D,(t)] temporalmente

e do potencial de transformacéao de energia magnética em térmica das
nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro recobertas com
aminosilana (NSOF, . ) obtendo-se as taxas de absorgao especifica (SAR) em
funcao da frequéncia de oscilagao (Freq) e intensidade do campo magnético (B).
(C) Na segunda etapa, os estudos in vitro analisaram a viabilidade das células

C6 com e sem a aplicagéo da magneto-hipertermia (MHT) e na presenca e
auséncia de NSOF, _ . (D) Na terceira etapa, foi induzido o modelo do tumor de
glioblastoma (aplicacao intracerebral de 10° células C6 por estereotaxia), (E) para
sua posterior aplicacéo da técnica de MHT apds 21 dias da indugéo tumoral e
avaliacédo da eficécia da terapia mediante a técnica de bioluminescéncia (BLM),
antes e ap6s MHT

Distribuicao do tamanho das nanoparticulas
superparamagnéticas de oxido de ferro

recobertas com aminosilana

Para avaliar a polidispersdo do DH e a estabilidade das
NSOF, ., foi utilizada a técnica de espalhamento de luz
dindmico (ELD) mediante o sistema Zetasizer Nano S
(Malvern, UK). A avaliacao foi realizada na concentra-
¢ao de 100mgFe/mL, sendo coletados os dados a 25°C,
por um periodo de equilibrio de 60 segundos, com re-
gistros de 30 em 30 minutos durante 24 horas.

Potencial de aquecimento das nanoparticulas
superparamagnéticas de oxido de ferro recobertas
com aminosilana no sistema de magneto-hipertermia
Para determinar o potencial de aquecimento das
NSOF, . mediante a técnica de MHT foi utilizado
um sistema de CMA modelo DM100 (nB nanoScale
Biomagnetics), combinando quatro frequéncias (309, 557,
715 e 874kHz) e cinco intensidades de campo magnético
(100, 125, 150, 175 e 200 Gauss) para obtencdo das
curvas de aquecimento.

einstein (Sao Paulo). 2019;17(4):1-9
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Foram utilizados 100uL de NSOF, . na concentracio
de Smg/mL, dispersas em meio aquoso, alocado em um
recipiente isolado termicamente. A temperatura das
NSOF, . foi monitorada por sistema de fibra Optica
(Luxtron 3204), iniciando todas as andlises em 19°C.

As curvas de aquecimento obtidas foram utilizadas
para calcular os valores da SAR em W/g, para cada fre-
quéncia e campo magnético aplicado, de acordo com a

equacao 1:

SAR=C,,,, AT/t

Fe

(Equacao 1)

onde C,, € o calor especifico da 4gua, AT/5t € a in-
clinagéo inicial da temperatura em °C/s, e C, € a con-
centracgao de ferro em g/mL.

Estudo in vitro
Cultura celular das C6
A linhagem célular C6 foi cultivada em meio RPMI
(GIBCQO® Invitrogen Corporation, CA, EUA), suple-
mentado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (GIBCO®
Invitrogen Corporation, CA, EUA), e incubado a 37°C
(5% de CO,), até atingir confluéncia de 70%, sendo
tripsinizada para ser utilizada nos ensaios propostos.
As células C6 foram transduzidas com vetor lentivi-
ral de luciferase conforme protocolo ja estabelecido,®
resultando na obtencdo de células transfectadas com lu-
ciferase para a avaliacao da terapia mediante a técnica
de BLM.

Avaliacao da magneto-hipertermia in vitro

Amostras contendo 109 células C6 suspensas em 200uL
de RPMI 10% SFB foram avaliadas em quatro condi-
¢oes em triplicata: células C6 (Grupo Controle), célu-
las C6 marcadas com NSOF, _ , c€lulas C6 submetidas
a MHT e células C6 marcadas com NSOF, . submeti-
das a MHT. A marcagao das C6 com NSOF, . foi rea-
lizada com 600mg Fe/mL por 18 horas. Nas amostras
submetidas a MHT, foram utilizados os parametros de
200 Gauss e 874kHz por um periodo de 40 minutos.
A eficiéncia da técnica de MHT (viabilidade celular)
foi avaliada mediante a técnica de BLM para o qual foi
adicionada 100uL de luciferina em cada amostra e a
posterior aquisicdo de imagens utilizando o equipamento

IVIS Lumina IIT (Xenogen Corp, EUA).

Estudo in vivo

Animais

Foram utilizados dez ratos Wistar machos com 2 meses
de idade (de 290 a 350g). Os animais foram aclimata-
dos no Centro de Experimentagao e Treinamento em
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Cirurgia (CETEC) do Instituto de Ensino e Pesquisa
Albert Einstein (CEUA 3126-17). Este biotério ¢ acre-
ditado pela Association for Assessment and Accreditation
of Laboratory Animal Care International (AAALAC),
sendo os animais alojados em caixas individuais forra-
das com serragem autoclavada, com agua e racao balan-
ceada ad libitum, obedecendo um ciclo claro-escuro de
12 horas (7h as 19h), com temperatura de 21°C (£2°C),
conforme especificacdes internacionais.

Inducédo tumoral de glioblastoma com células C6

Os animais foram anestesiados com cetamina (90mg/kg) e
xilasina (12mg/kg). O implante de células C6 (10%/10uL
de meio de cultura) foi realizado por estereotaxia, con-
forme protocolo ja estabelecido.® O ponto de implanta-
¢ao das células no cortex frontal direito foi determinado
e marcado sobre a tdbua Ossea, seguindo orientagoes
do atlas estereotaxico de Swanson:"”) antero-posterior =
2,0mm; latero-lateral = 2,0mm; profundidade = 2,5mm.

Ensaio do processo de magneto-hipertermia

no modelo animal

Os ensaios de MHT in vivo foram realizados ap6s 21 dias
de inducéo do tumor. Este estagiamento tumoral de apli-
cacdo teve como base trabalhos anteriores do grupo.®*2)

A avaliagdo tumoral controle antes de ser submetida
ao processo de MHT foi realizada no 212 dia, mediante a
técnica de BLM, utilizando o equipamento IVIS, sendo os
animais mantidos com anestesia inalatdria de isofluorano
(saturagao de 2%) no fluxo de 2,5L/min de oxigénio. O si-
nal de BLM foi adquirido apds 5 minutos da administragao
de 100uL de solucao de luciferina (ImM em PBS).

No 229 dia ap6s a indugao tumoral, foram aplica-
dos 50ug de Fe contidos em 10ul da suspensao coloidal
de NSOF, __ , divididos em quatro pontos equidistantes
3mm, a partir da regido central da massa tumoral, utili-
zando o equipamento de estereotaxia. Apds 20 minutos
da aplicagdo das NSOF, . . os animais foram dispostos
dentro da bobina do equipamento de MHT e subme-
tidos ao planejamento de aquecimento, composto de
duas partes. Na primeira parte, foi utilizada frequéncia
de 874kHz e campo de 200 Gauss, até atingir os 42°C e,
na segunda, foi mantida a frequéncia e modulada a in-
tensidade do campo, para manter a temperatura a 42°C,
totalizando um periodo de 40 minutos de MHT. O ma-
peamento da temperatura intratumoral foi mensurado
com fibra 6ptica (Luxtron 3204) com sondas de tempe-
ratura (didmetro de 0,55mm).

Ap6s a aplicacdo da MHT, os animais foram rea-
valiados por meio do BLM e, assim, foi determinada a
diferenca do sinal entre as imagens antes e ap0s terapia
em fétons/s.
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RESULTADOS

Espalhamento de luz dinamico

As medidas de estabilidade realizadas mediante a técni-
ca de ELD nas NSOF, . dispersas em dgua sao mostra-
das na figura 2. As curvas da figura 2A indicam que as
NSOF, . foram polidispersas no tamanho hidrodina-
mico, e o pico de intensidade maxima correspondente
ao DH médio foi de 110+5nm, sem diferenca significa-
tiva entre as medidas (p>0,05) adquiridas em 24 horas.
Assim, foi possivel considerar as NSOF, . estéaveis du-

min

rante o periodo analisado, como mostrado na figura 2B.
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Figura 2. Estabilidade das nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de
ferro recobertas com aminosilana. (A) Polidispersao do didmetro hidrodindmico
das nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro recobertas

com aminosilana durante um periodo de 24 horas. (B) Valores do diametro
hidrodindmico médio das nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro
recobertas com aminosilana, sem diferencia significativa (p>0,05)

Capacidade de aquecimento das nanoparticulas
superparamagnéticas de oxido de ferro recobertas
com aminosilana

As curvas de aquecimento das NSOF, . obtidas quan-
do submetidas ao CMA siao mostradas na figura 3.
A avaliacado do aquecimento mostra que, para amostras
submetidas a intensidades de CMA variando de 100
a 200 Gauss, para frequéncias fixas, a temperatura de

aquecimento se incrementou com o0 aumento do campo
magnético (Figura 3A a 3D), como também com a ele-
vacao das frequéncias. O tempo de aquecimento tam-
bém diminuiu com o uso de frequéncia e CMA altos
(Figura 3D). Nanoparticulas superparamagnéticas de
oxido de ferro recobertas com aminosilana dispersas em
meio aquoso sob acao de CMA de 200 Gauss e 874kHz
forneceram maior aquecimento em relagdo aos outros
parametros, e a temperatura atingiu 50°C em menos de
50 segundos (Figura 3D).
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Figura 3. Curvas de aquecimento das nanoparticulas superparamagnéticas

de dxido de ferro recobertas com aminosilana mostrando o incremento da
temperatura em fungéo do tempo, para amostras submetidas a intensidades de
campo magnético alternado de 100, 125, 150, 175 e 200 Gauss e frequéncias de
(A) 309kHz, (B) 557kHz, (C) 715kHz e (D) 874kHz

Calculo da taxa de absorgao especifica

A andlise da SAR (Figura 4) foi realizada a partir das
curvas de aquecimento obtidas anteriormente (Figura 3).
A exposi¢ao das NSOF, . a 874kHz e 200 Gauss pro-
porcionou a SAR mais elevada (194,917W/g) entre to-
das as analises (Figura 4). A tabela 1 mostra os valores
da SAR em cada andlise aplicada, e a SAR dependeu da
intensidade do CMA e da frequéncia. O valor da SAR
medido em 200 Gauss na faixa de frequéncia de 309 a
874kHz se incrementou de 28,5 até 194,7W/g, sendo
significativo (p<0,001) em relacdo as frequéncias ana-
lisadas, como também os campos analisados (p<0,001),
pois, no caso da SAR medida em 874kHz na faixa de
campo magnético de 100 a 200 Gauss, houve incremento
de 57,2 até 194,7W/g. Assim, os valores da SAR se eleva-
ram na medida em que os parametros estabelecidos de
frequéncia e intensidade do campo magnético também
se elevaram, sendo significativos os resultados apresenta-
dos na interacao entre ambos os parametros (p<0,001).

einstein (Sao Paulo). 2019;17(4):1-9



Rego GN, Mamani JB, Souza TK, Nucci MP, Silva HR, Gamarra LF

% ;Igg Gauss
2004 [ 150

L1175
1200
— Mediana
o Média
150 4 - Dado experimental

SAR (W/g)

50 1@@ @@
@@é @été

e

100 - Qé

309 557 715
Frequéncia (kHZ)

SAR: taxa de absorcao especifica.

874

Avaliacao da magneto-hipertermia in vitro

As células C6 do Grupo Controle, quando observadas
pela imagem de BLM, apresentaram intensidade de
2,33x10® fotons/s (Figura 51), ndo apresentando dife-
renca significativa (p>0,05) em relac@o tanto a intensi-
dade de BLM das células C6 submetidas a MHT (200
Gauss e 874kHz) na auséncia de NSOF, . (2,37x10®
fotons/s) (Figura 51I) quanto a intensidade de BLM das
c€lulas C6 na presenca apenas das NSOF, . (2,32x10°
fétons/s) (Figura SIII). Esses resultados indicaram que
nem 0 CMA nem as NSOF, _ , por si 0, interferiram na
viabilidade das células C6. Contudo, nas células C6 em
que foram aplicadas MHT na presenga de NSOF, ., ob-
servou-se reducdo de 52% da viabilidade celular com-
paradas ao controle (1,14 x10® fotons/s) (Figura 5IV).

Figura 4. Taxa de absorcéo especifica das nanoparticulas superparamagnéticas
de oxido de ferro recobertas com aminosilana submetidas a intensidades de
campo magnético alternado de 100 (preto), 125 (azul), 150 (verde), 175 (rosa) e
200 Gauss (vermelho) para frequéncias de 309, 557, 715 e 874kHz

Cé C6 +MHT C6 +NSOF smin  C6 +MHT+NSOFsmin
-~ 4 =
o @ @ an @) ) @
2,33x10° 2,37x10° 2,32x10 ® 1,14x10 ® fétons/s

Tabela 1. Valores da taxas de absorgao especifica calculados para nanoparticulas
superparamagnéticas de 6xido de ferro recobertas com aminosilana sob acéo de
campo magnético alternado de 100, 125, 150, 175 e 200 Gauss para 309, 557,

715 e 874kHz

 3,45x10° fotons/s

Frequéncia do CMA (kHz) Intensidade do CMA (Gauss) SAR (W/g)
309 100 12,2+2,4
125 16,2£2,2
150 23,0+34 :
Controle - sem luciferina Pré MHT
175 24,4+39
200 28,6+3,5
557 100 19,2+4,1 w0
125 29,2+68 voo®
+ £
150 325+64 . g
175 36,3+6,4 T g
200 50450 232610° tétonsfs i
715 100 46224, 4 R R
125 49,4+6,2
fétons/s D
150 90,6+7,9
Pés MHT
175 96,0+9,9
200 120477 Figura 5. Avaliagéo da técnica de magneto-hipertermia (MHT). Foram realizados
ol ensaios in vitro (I-IV), em que, comparando-se com as células C6 apenas (I),
874 100 57.2+45 C6 + MHT (ll) e C6 + nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro
1% 774461 (NSOF, ) (Ill) e C6 + NSOF, .+ MHT (IV), observa-se reducéo de 52% da
e intensidade de bioluminescéncia nas células C6 marcadas com NSOF, . e
150 115,1+8,5 submetidas a técnica de MHT, ndo havendo diferenca significativa entre as
condicdes (1), (Il) e (lll). Foram realizados ensaios in vivo (A-D). Em A, observa-se
175 172,6+9,8 ; ' N . N L o
que a bioluminescéncia por si s6, sem a aplicacéo de luciferina, néo interfere
200 194,7+10,8 na captacéo de sinal de bioluminescéncia. Em (B) o tumor que se desenvolveu

Pela andlise de varidncia, foi verificada diferenca significativa entre os campos, entre as frequéncias e na interacdo entre
campos e frequéncias, com valor de p<0,001. Os dados foram testados previamente, quanto a distribuigdo. CMA:

campo magnético alternado. SAR: taxa de absorcao especifica.
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ap6s 21 dias da indugdo tumoral emitiu um sinal de bioluminescéncia em relacéo
ao qual, apés (C) a aplicagao da técnica de MHT (200 Gauss, 874kHz) por 40
minutos, (D) observou-se reducéo de 32,8%
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Avaliacao da técnica de magneto-hipertermia no
modelo animal por bioluminescéncia

No 219 dia apds a indugao tumoral, a avalicao basal do
tumor por BLM sem a aplicacdo de luciferina mostrou
que o equipamento de BLM, por si s6, nao foi capaz
de enviesar o resultado da analise (Figura 5A). Ap0s
a aplicac@o de luciferina antes da aplicagio do CMA,
o sinal registrado do tumor por BLM foi de 3,45x10°
fétons/s (Figura SB). Ap6s 24 horas, foi aplicada a téc-
nica de MHT (200 Gauss e 874kHz) por 40 minutos,
sendo observado decaimento de sinal para 2,32x10°
fétons/s (Figura 5C). Apods a aplicac@o da técnica de
MHT utilizando-se as melhores condicoes de intensida-
de e frequéncia de CMA testados previamente in vitro,
a diminuicdo da massa tumoral em relacido ao controle
tumoral foi de 32,8% (Figura 5D).

DISCUSSAO

O uso de recursos nanotecnoldgicos aplicados nas téc-
nicas terapéuticas para os tumores agressivos como o
GBM tem apresentado importante papel nos estudos
pré-clinicos, principalmente o uso de nanoparticulas
magnéticas para fins diagnésticos e terapéuticos.®? As
NSOF possuem diferentes carateristicas fisico-quimicas
que tém diferentes interacoes bioldgicas,* sendo uma
delas o DH, no qual a conservacao do tamanho, ao longo
do tempo, evita a formagao de aglomerados, tornando
as NSOF mais estaveis® e, consequentemente, mais
eficazes na técnica de MHT® — caracteristica impor-
tante e pouco explorada em relacdo a descricao da es-
tabilidade das NSOF. No presente estudo, a cinética do
processo de agregacao das NSOF, . monitorado por
24 horas por ELD mostrou que nio houve formacao de
aglomerados, mantendo o DH e sua distribuicao polidis-
persa, caracteristicas das nanoparticulas magnéticas.®®

Ap0s garantir a estabilidade das NSOF, . . o poten-
cial do aquecimento mensurado pela SAR foi avaliado,
objetivando o planejamento da temperatura terapéutica.
No processo de caracterizacao das curvas de aquecimento
obtidas pelas variacoes de amplitude e frequéncia do
CMA, € evidenciada uma histerese forcada nas NSOF,
a qual contribui com a magnetizagdo complexa no
aquecimento, assim como 0s processos eletromagnéti-
cos e térmicos, que influenciam no aquecimento.®” O
aquecimento da dispersao aquosa de NSOF, . , quando
submetidas a ensaios de MHTT, ocorre devido ao arranjo
espacial das NSOF, ., que sob a acao do campo mag-
nético, produz mudangas nas interacoes dipolo-dipolo
interparticulas e no movimento Browniano.®® Um es-
tudo de revisao mostrou que nanoparticulas de magne-

tita com propriedades similares, aplicadas em estudos
pré-clinicos, mostraram valores de SAR na faixa de 96
a 286W/g.1% Em aplicacoes clinicas, valores de SAR
estao na faixa de 0,12 até 2.452W/g dependente das ca-
racteristicas das nanoparticulas, bem como de parametro
experimentais.*#-") Portanto, os valores de SAR encon-
trados em nosso estudo foram condizentes com a litera-
tura, sendo que o maior valor de SAR foi de 194,917W/g
para a suspenséo coloidal das NSOF, . submetidas ao
CMA de 874kHz e 200 Gauss, mostrando-se adequado
para a aplicacdo in vivo da terapia da MHT.

Antes da aplicacao da MHT in vivo, foi constatado,
por imagens de BLM nas amostras in vitro, que 0o CMA
nao influenciou na viabilidade das células C6 na au-
séncia de NSOF, . e nem a viabilidade das c€lulas na
presenca de NSOF, . sem CMA. A técnica de BLM,
devido a sua sensibilidade, € utilizada na avaliagao do
crescimento tumoral e possiveis metastases,®) tendo
também boa correlacdo com outras técnicas de imagem,
como a ressonancia magnética e a histologia®-*» no mo-
nitoramento do crescimento tumoral.

A eficiéncia da MHT das NSOF, . administradas lo-
calmente na massa tumoral pode ser influenciada por
diversos fatores, como a dispersao das NSOF, . pelos
tecidos circunvizinhos ao local da administragao, o que
afeta o aquecimento produzido pelas NSOF, . na pre-
senca do CMA. Além disso, o aquecimento pode ser
influenciado por aspectos fisioldgicos, que sao impli-
citos ao calculo de transferéncia de calor (equagao de
Pennes), como metabolismo local, taxa de perfusao san-
guinea, coeficiente de transferéncia de calor dos tecidos
envolvidos, massa especifica do sangue, entre outros.>33)
Em nosso estudo, obtivemos eficiéncia de 32,5% com
uma unica aplicacdo de MHT, utilizando menor valor de
massa de NSOF, . (50ug Fe) em comparacao a outros
estudos que aplicaram na faixa de 0,5 a 3mg Fe nos tu-
mores de glioma induzidos no flanco ou regides sub-
cuténeas.!® Utilizagdo de altas concentragdes de nano-
particulas de ferro pode causar toxicidade aos tecidos
vizinhos, bem como afetar outros 6rgaos vinculados
na biodistribuicao e na eliminacao das nanoparticulas
através do figado, rins e bago.®¥

Como limitacao do estudo, podemos ressaltar que
a eficiéncia da MHT verificada pela viabilidade celular
nao foi testada com tempo menor de aplicacio do CMA
e nem seu efeito ao longo do tempo.

Os estudos pré-clinicos da MHT mostram resulta-
dos promissores quando combinada com outra terapia,
como radioterapia ou quimioterapia.©®> No entanto, ha
desafios a serem superados, para aumentar a eficiéncia
da MHT visando a aplicagao clinica. O aumento da efi-
ciéncia da terapia da MHT depende da determinacao
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prévia de parametros do CMA, que produz o valor ade-
quado da SAR do nanomaterial, assim como da ava-
liacdo adequada in vitro e in vivo, mediante técnicas de
imagem molecular, como a BLM. Finalmente podemos
afirmar que a NSOF, . tem potencial para a terapia de
MHT no tratamento de tumores de GBM.

CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou o potencial da técnica de
magneto-hipertermia usando nanoparticulas superpa-
ramagnéticas de 6xido de ferro recobertas com ami-
nosilana para o tratamento de glioblastoma no modelo
animal. O valor da taxa de absorcdo especifica carac-
terizado para as nanoparticulas superparamagnéticas
de d6xido de ferro recobertas com aminosilana subme-
tidas a agao de campo magnético alternado indica boa
capacidade de aquecimento para atingir a temperatura.
A técnica de bioluminescéncia mostrou, ap6s aplicacao
da terapia da técnica de magneto-hipertermia, redu-
¢ao da viabilidade celular em 32,8% no estudo in vitro e
52% no estudo in vivo. Portanto, a aplicac@o da técnica
da magneto-hipertermia se mostra promissora para o
processo terapéutico de tumores de glioblastoma uti-
lizando as nanoparticulas superparamagnéticas de Oxi-
do de ferro recobertas com aminosilana, que evidencia
caracteristicas magnéticas favoraveis para o processo
de magneto-hipertermia, mas € necessdria avaliagao
cuidadosa de outros parametros envolvidos, como pro-
priedades magnéticas, polidispersao das nanoparticulas
superparamagnéticas de o6xido de ferro, morfologia,
dose aplicada das nanoparticulas superparamagnéticas
de 6xido de ferro, local de administragio e aplicagdes
periddicas da terapia entre outros.
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