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RESUMO

O céancer é uma das principais causas de morte global e foi registrado um aumento de
400% no custo de tratamento nos ultimos 4 anos. A hipertermia magnética via
nanoparticulas magnéticas (NPs) é uma abordagem promissora para terapia
oncoldgica. O aumento de temperatura localizado, induzido pela presenca das NPs
no ambiente tumoral, promove a morte seletiva de células cancerosas, quando
submetidas a um campo magnético alternado. No entanto, tal abordagem apresenta
limitagbes quanto ao controle de liberacédo de calor dos nanossistemas empregados,
podendo causar danos ao organismo em temperaturas superiores a terapéutica (42
°C). Neste contexto, o0 objetivo do trabalho é avaliar a formacao de corona proteica e
vias de internalizacdo dos nanossistemas, além dos efeitos da aplicacdo de campo
magnético alternado em modelos de osteossarcoma, apos internalizacdo de
nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro, puras (NPMp) e dopadas com Zn/Co/Cr
(NPMd). A caraterizacdo confirmou a presenca de magnetita e comportamento
superparamagnetico em ambas as amostras além de autoregulacdo térmica nas
NPMd. As micrografias de MET mostraram morfologia esférica com didmetro de 10 +
2 nm, para a amostra pura (NPMp), e formato cubico com aresta de 20 £ 2 nm, para
a amostra dopada (NPMd). A analise de DLS apresentou uma distribuicdo de diametro
hidrodindmico bimodal em torno de 100 e 1000 nm para ambas as particulas, tanto
em agua quanto em meio de cultura. A diminuicdo do potencial zeta em meio de
cultura e a andlise de FTIR confirmaram a adsorcéo de proteinas nas nanoparticulas.
A espectrometria de massa identificou 15 proteinas comuns entre 0s hanossistemas
e 161 adsorvidas exclusivamente na NPMd, sendo estas preferencialmente
internalizadas por endocitose mediada por clatrina e raft lipidico. Antes da exposicao
ao campo magnético, a analise de MTT demonstrou a seguranca das particulas até a
concentracdo de 300 pg/ml. Apés a exposicdo ao campo, a reducao dos esferoides
apresenta um efeito cumulativo significativo com danos irreversiveis na ultraestrutura
celular apés 4 ciclos de exposicdo de campo magnético para ambas as particulas
guando comparadas com o controle, mas sem diferencas significativas entre as duas
amostras. Contudo, este efeito € antecipado ao 3 ciclo nas células em contato com
NPMp sugerindo que a dopagem das NPMd autorreguladas potencializa os efeitos
cumulativos da aplicacdo de campo. Esses avancos visam consolidar a aplicacao
terapéutica das NPs, otimizando sua utilizacdo em tratamentos multimodais e na
liberag&o controlada de medicamentos, fortalecendo sua viabilidade clinica.

Palavras-Chave: Nanotecnologia biomédica; Danos celulares irreversiveis; corona
proteica.



ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of global mortality, with a 400% increase in
treatment costs over the past four years. Magnetic hyperthermia via magnetic
nanoparticles (NPs) is a promising approach for oncological therapy. The localized
temperature increase, induced by the presence of NPs in the tumor environment,
promotes the selective death of cancer cells when subjected to an alternating magnetic
field. However, this approach presents limitations in controlling the heat release of the
employed nanosystems, potentially causing harm to the body at temperatures above
the therapeutic threshold (42 °C). In this context, the objective of this study is to
evaluate the formation of the protein corona and the internalization pathways of
nanosystems, as well as the effects of applying an alternating magnetic field in
osteosarcoma models, after the internalization of pure iron oxide magnetic
nanoparticles (NPMp) and those doped with Zn/Co/Cr (NPMd). Characterization
confirmed the presence of magnetite and superparamagnetic behavior in both
samples, as well as thermal self-regulation in NPMd. TEM micrographs showed a
spherical morphology with a diameter of 10 = 2 nm for the pure sample (NPMp) and a
cubic shape with an edge length of 20 £+ 2 nm for the doped sample (NPMd). DLS
analysis revealed a bimodal hydrodynamic diameter distribution around 100 and 1000
nm for both particles, in both water and culture medium. The reduction in zeta potential
in culture medium and FTIR analysis confirmed protein adsorption on the
nanoparticles. Mass spectrometry identified 15 proteins commonly adsorbed on both
nanosystems and 161 exclusively adsorbed on NPMd, which were preferentially
internalized via clathrin- and lipid raft-mediated endocytosis. Before magnetic field
exposure, MTT analysis demonstrated particle safety up to a concentration of 300
pg/ml. After exposure, the spheroid reduction exhibited a significant cumulative effect,
with irreversible ultrastructural damage after four cycles of magnetic field exposure for
both particles compared to the control, with no significant differences between the two
samples. However, this effect occurred earlier in the third cycle for cells in contact with
NPMp, suggesting that the doping of self-regulated NPMd enhances the cumulative
effects of field application. These advances aim to consolidate the therapeutic
application of NPs, optimizing their use in multimodal treatments and controlled drug
release, strengthening their clinical feasibility.

Keywords: Biomedical nanotechnology; Irreversible cellular damage; Protein corona.
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1 INTRODUCAO
1.1 Cancer
1.1.1 Panorama Epidemiolégico do Cancer

O cancer € uma condicdo caracterizada pelo crescimento descontrolado e
anormal das células do corpo. Essas células cancerosas possuem a capacidade de
invadir os tecidos circundantes e se disseminar para outras partes do organismo, um
processo conhecido como metastase (BANOBRE-LOPEZ et al., 2013). As mutacdes
genéticas, ou seja, as alteracdbes no DNA dos genes, podem ocorrer em ceélulas
comuns. Essas mutacdes levam as células a receberem instru¢des incorretas para
suas atividades, desviando-as de sua fungdo normal. E importante destacar que as
células podem sofrer mutacdes genéticas mesmo na auséncia de exposicao a agentes
cancerigenos. Essas mutacfes, muitas vezes espontaneas, nao interferem no
desenvolvimento normal das células, mas podem desencadear processos cancerosos
quando ocorrem em genes criticos para a regulacdo do crescimento celular e da
divisdo.

Existem muitos tipos diferentes de cancer, cada um com caracteristicas
especificas, causas e tratamentos. Alguns dos tipos mais comuns incluem cancer de
pele, mama, pulmdo, préstata, célon e reto, além de muitos outros. As causas do
cancer podem variar e muitas vezes sao multifatoriais, envolvendo uma combinacgao
de fatores genéticos, ambientais e de estilo de vida. Fatores como tabagismo,
exposicao a radiacdo, dieta pouco saudavel, falta de atividade fisica e predisposi¢ao
genética podem aumentar o risco de desenvolver cancer (LIU et, al., 2019). A
complexidade dindmica do cenério global do cancer é evidente, desviando-se de uma
uniformidade na manifestacdo do impacto dessa doenca. Conforme as observacdes
de (VINEIS et, al., 2014), o cancer continua a figurar como uma das principais causas
de morte em escala mundial, com sua influéncia aumentando progressivamente ao
longo do tempo. Esse crescimento é observado tanto em paises desenvolvidos quanto
em desenvolvimento, impulsionado por uma intersecdo de fatores, como o
envelhecimento populacional, o crescimento demogréfico, o rapido desenvolvimento
socioecondmico e alteracdes na prevaléncia de fatores de risco associados (BRAY et
al., 2018). Essas mudancas tém contribuido para a ascensdo do cancer como a
principal causa de morte prematura, diminuindo a expectativa de vida em varias
nacdes (BRUSTUGUN et al., 2014). No Brasil, de acordo com o (Observatoério de

Oncologia e pelo TICC), nos ultimos 4 anos houve um aumento de 402%, de 2018 a
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2022, no custo médio dos procedimentos de tratamento do céncer (quimioterapia,
radioterapia e imunoterapia).

Figura 1: Estimativa de mortalidade de Cancer no Brasil, 2023-2025

HDI
0.766

0.663

4 Porcentagem do total de
mortes por cancer em
hospitais

Porcentagem do total de
mortes por cancer em
casa

Porcentagem do total de
mortes por cancer por regiio

Sudeste 48.7%

Centro-Oeste 6.2%

Sul 10.6%

Norte 46%

Nordeste 20.9%

Fonte: Observatorio de Oncologia e pelo TIJCC.

No contexto da saude publica brasileira, as neoplasias malignas ocupam a
posi¢cdo de segunda principal causa de 6bitos por doencgas, totalizando anualmente
cerca de 190 mil mortes (INCA, 2020). As estimativas de incidéncia e mortalidade por
cancer no mundo no final de 2020, fornecidas pelos dados do GLOBOCAN 2020,
indicam que o numero global de novos casos atingiu 19,3 milhdes, resultando em

quase 10 milhdes de mortes por cancer em 2020 (SUNG et al., 2021).

1.1.2 Osteossarcoma

O osteossarcoma é um tipo raro e agressivo de cancer 0sseo que se origina
nas células formadoras de 0ssos, conhecidas como osteoblastos. Este tipo de tumor
€ mais comum em adolescentes e jovens adultos, com uma incidéncia maior durante
os periodos de crescimento rapido dos 0ssos, tipicamente entre 10 e 30 anos de
idade. Embora possa ocorrer em qualquer 0sso do corpo, 0 osteossarcoma é mais
frequentemente encontrado nos 0ssos longos das pernas e bracos, particularmente
nas regides préximas aos joelhos e ombros. Este sarcoma € a neoplasia 6ssea
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maligna priméria mais frequente em adolescentes, com aproximadamente dois tercos
dos tumores localizados na regiao ao redor do joelho, incluindo o fémur distal, a tibia
proximal e o umero proximal (PILAVAKI et al.,, 2023). Os sintomas iniciais do
osteossarcoma incluem dor localizada, inchaco e, em alguns casos, disfungéo
articular, além de fraturas patologicas em certos pacientes. Diferenciar entre dor de
crescimento e trauma pode ser desafiador, mas é vital considerar a possibilidade de
osteossarcoma maligno. O prognostico dos pacientes € significativamente afetado
pela presenca de metastases e pela resisténcia aos tratamentos, especialmente as
metastases pulmonares (ZHAO et al., 2021). Devido a alta taxa de recidiva e ao
prognoéstico desfavoravel, é crucial desenvolver novas abordagens terapéuticas e
biomarcadores para um controle mais eficaz da doenca (PILAVAKI et al., 2023). O
diagnéstico e tratamento do osteossarcoma sdo0 complexos e requerem uma
abordagem multidisciplinar. Atualmente, a pratica clinica utiliza uma combinacao de
cirurgia, radioterapia e terapia sistémica multiagente. Avangos em quimioterapia e
técnicas cirdrgicas transformaram o osteossarcoma de uma doenca quase sempre
fatal para uma condicdo em que muitos pacientes podem sobreviver (ZHAO et al.,
2021). Contudo, o tratamento do osteossarcoma ainda enfrenta desafios por ser um
tumor de dificil acesso cirurgico. Na era da medicina de precisdo, ha um esforgo
crescente para entender melhor a biologia, genética e perfil molecular do
osteossarcoma, com o objetivo de desenvolver terapias mais eficazes e direcionadas
(PILAVAKI et al., 2023).

1.1.3 Tratamentos oncoldgicos modernos

Os sarcomas 0sseos constituem um grupo heterogéneo de neoplasias raras,
representando menos de 0,2% de todos os tumores malignos (STILLER et al., 2013)
e aproximadamente 10% de todos os sarcomas. Estima-se que a incidéncia seja de
0,2—0,3 novos casos/100.000 habitantes/ano (BERNER et al., 2015; VALERY et al.,
2015; WHELAN et al., 2012 MIRABELLO et al., 2009; MORENO et al.,2017).
Osteossarcoma € aquele de maior incidéncia, predominando em adolescentes e
adultos jovens do sexo masculino. Contudo, € um cancer 0sseo raro e altamente
agressivo, apresentando uma taxa de mortalidade alarmante de cerca de 40%, que
pode alcancar 70% em casos de metastase. Devido a raridade desta doenca, o

desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas é limitado e o cuidado,

negligenciado, o que a torna um problema de saude publica. O pico de incidéncia
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ocorre durante a segunda década de vida, geralmente coincidente com o surto de
crescimento puberal, sendo o fémur distal, a tibia proximal e o umero proximal os
locais mais comuns de manifestacao.

Clinicamente, o0 osteossarcoma se caracteriza pela formacéo de tecido 6sseo
imaturo por células malignas, o que leva a sintomas como dor local e edema,
frequentemente confundidos com traumas ou crescimento ésseo normal. Esse quadro
clinico pode atrasar o diagndstico, permitindo a progressédo da doenca para estagios
mais avancados. A progressdo do osteossarcoma € rapida e agressiva, com alta
propensdo a disseminacdo hematogénica, principalmente para os pulmdes, que sédo
o principal sitio de metastase. Nos casos em que o tumor ja metastatizou para os
pulmdes, a taxa de mortalidade pode atingir alarmantes 70%. Mesmo nos casos de
doenca localizada, a taxa de sobrevida a cinco anos € de cerca de 60-70%, mas cai
para 20-30% em pacientes com metastase pulmonar.

O tratamento atual do osteossarcoma inclui a resseccéo cirargica do tumor,
acompanhada de quimioterapia neoadjuvante e adjuvante. No entanto, esses
tratamentos apresentam uma série de limitagdes, incluindo alta toxicidade e
resisténcia a quimioterapia, além de efeitos colaterais graves como cardiotoxicidade,
nefrotoxicidade e impacto na fertilidade, que comprometem significativamente a
qualidade de vida dos pacientes, geralmente muito jovens. Além disso, o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas tem sido limitado, especialmente
nos ultimos anos, devido a raridade da doenca, o que dificulta a realizac&o de ensaios
clinicos em larga escala e a captacdo de investimentos para pesquisa e
desenvolvimento de novos tratamentos. Diante desses desafios, a nanotecnologia
tem emergido como uma estratégia promissora no tratamento do osteossarcoma. As
nanoparticulas podem atuar como vetores para a entrega controlada e direcionada de
farmacos, reduzindo os efeitos adversos sistémicos e aumentando a eficacia
terapéutica (BEACH MA., 2024). Além disso, nanossistemas multifuncionais vém
sendo desenvolvidos para combinar diagndstico e terapia (terandstica), permitindo o
monitoramento em tempo real da resposta ao tratamento. Entre as abordagens mais
avancadas, destacam-se as nanoparticulas poliméricas, lipossémicas e metalicas,
que oferecem propriedades Unicas para o transporte e liberacdo controlada de
agentes guimioterapicos, bem como a nanotermoterapia, que utiliza nanoparticulas
para aumentar a temperatura do microambiente tumoral e potencializar a destruicao

das células cancerigenas (Zhao L., 2010). Nesse contexto, as nanoparticulas
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magnéticas de Oxido de ferro representam uma alternativa inovadora para o
tratamento do osteossarcoma por meio da hipertermia magnética. Esse método
consiste na aplicacdo de um campo magnético alternado para induzir a elevacéo da
temperatura local do tumor, promovendo a morte seletiva das células tumorais sem
causar danos significativos aos tecidos saudaveis. Além de sua eficacia no combate
ao cancer, essa abordagem pode ser combinada com outros tratamentos, como
quimioterapia e imunoterapia, maximizando os efeitos terapéuticos e reduzindo a

toxicidade sistémica, tornando-se uma promissora ferramenta na oncologia moderna.

1.2 Abordagem terapéutica com nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro

1.2.1 Oxido de Ferro Nanoestruturado

Uma nova categoria de nanoestruturas multifuncionais e inovadoras esta
emergindo, impulsionada pela disponibilidade de nanomateriais com dimensdes na
faixa de 1 a 100 nanémetros. Esses nanomateriais exibem propriedades magnéticas,
mecanicas, opticas, quimicas e elétricas distintas quando comparadas a sua forma
bulk (LETTI et al., 2013). Essas caracteristicas sdo dependentes da forma e tamanho
do nanomaterial, podendo ser ajustadas conforme a funcao desejada. A eficacia na
obtencdo desses materiais inovadores é resultado do controle preciso dos métodos
de sintese, exploracao de precursores, desenvolvimento de tratamentos superficiais
e implementacao de métodos de caracterizacao detalhados (CHUNG et al., 2019).

Entre os diversos tipos de nanomateriais, as nanoparticulas magnéticas tém
recebido consideravel atencdo e encontram aplicacdo em diversas areas.
Especificamente, as nanoparticulas de 6xido de ferro, conhecidas como iron oxide
nanoparticles (IONs), (E. FANTECHI et al.,, 2014), sdo amplamente utilizadas na
biomedicina devido ao comportamento que pode ser superparamagnético,
capacidade de modificacédo da superficie, processos de sintese relativamente simples
e baixa toxicidade (RIVERA et al., 2020).

Os oxidos de ferro, como a hematita (a-Fe203), a magnetita (Fe304) e a
maghemita (y-Fe203), apresentam diversas disposi¢oes cristalogréaficas influenciadas
por transicoes de fase induzidas pela temperatura. Entre eles, destaca-se a magnetita
(Fe304) por sua facilidade de sintese e saturagéo, resultando em uma magnetizacéao
maior e mais controlada. Por outro lado, a maghemita (y-Fe203), que € uma variedade

de oxido de ferro com maior oxidacado, € reduzida a partir da magnetita e apresenta
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menor quantidade de ferro, possuindo composi¢do quimica semelhante a hematita
(a-Fe203), mas ndo magnética (BARROW et al., 2018).

Esses materiais sdo considerados compativeis e ndo toxicos ao organismo
(BANOBRE-LOPEZ et al., 2013). Para melhorar a especificidade e seletividade das
nanoparticulas (NPs) em relagdo as células cancerosas, é possivel funcionaliza-las
utilizando materiais organicos ou inorganicos (BANOBRE-LOPEZ et al., 2013).
Particulas na faixa de tamanho entre 20 e 100 nm tém uma tendéncia a se acumular
em tumores devido ao fendbmeno de aumento de permeabilidade e retencao, visto que
tecidos tumorais frequentemente apresentam fenestragcbes em seus vasos
sanguineos com dimensdes na ordem de centenas de nanémetros (LING et al., 2015).
Esse fenbmeno se deve a disposi¢do Unica das células nos vasos sanguineos do
tecido canceroso. Nesse contexto, as NPs demonstram maior seletividade, passando
pelas fenestras presentes no tecido e aumentando sua concentracdo nesse local
(NEHOFF et al., 2014).

Nos ultimos anos, a area de teranostico tem atraido consideravel interesse na
comunidade cientifica devido a sua capacidade de integrar terapia e diagndstico,
oferecendo uma abordagem combinada e a perspectiva de tratamento personalizado,
direcionado e monitorado de maneira ndo invasiva. Atualmente, a técnica de
hipertermia magnética, que utiliza nanoparticulas, ja foi testada com sucesso em
casos de glioblastoma (GUPTA et al., 2019). Dentre as varias estratégias exploradas
para terandstico, 0 emprego de nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro
destaca-se como uma alternativa promissora. Acreditamos que com 0S avancos
continuos nos nanossistemas magnéticos, sera possivel estabelecer as
nanoparticulas de o6xido de ferro associadas a hipertermia magnética como uma
ferramenta de tratamento potencialmente eficaz para terapia do cancer. Essas
alternativas podem representar um grande avanco no campo da oncologia,
oferecendo novas opcdes terapéuticas com potencial para melhorar

significativamente os resultados de tratamento para pacientes com cancer.

1.2.2 Hipertermia Magnética

A hipertermia & um processo observado e estudado ha centenas de anos. Entre
0S primeiros registros historicos sobre o assunto, acredita-se que qualquer doenca
poderia ser curada pelo aquecimento corporal (SOUZA et al., 2011). Diante do

exposto, a hipertermia pode ser definida como uma terapia ou procedimento
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terapéutico que, geralmente em associagdo com outros tratamentos, € utilizado para
o tratamento antineoplasico em determinados tipos tumorais, através da elevagéo
artificial da temperatura, objetivando a destruicdo das células cancerosa (OLIVEIRA
et al., 2015).

Esta modalidade terapéutica é utilizada como escolha para o tratamento
antitumoral seguindo um preceito de que as células cancerosas ndo séao
termoestaveis, perecendo facilmente quando expostas a elevacao de temperatura (em
torno de 42°C). O facil aquecimento também se deve a reducdo de aporte de O2 por
seu (tumor) sistema vascular, evento este que ndo € observado sob a 6ptica de tecidos
normais, uma vez que a vascularizacao tumoral é pobremente desenvolvida (SOUZA
et al., 2011).

Em uma comparacéao entre a hipertermia tradicional e a hipertermia magnética,
ambas visando a destruicdo do tecido tumoral, a diferenca fundamental reside na
entrega de energia que resulta no aumento da temperatura local. Na abordagem de
hipertermia tradicional, como exemplificado pela radioterapia (Figura 2A), o
aguecimento é realizado do ambiente externo para o ambiente interno do tumor,
resultando na maior fonte de energia aplicada a parte superficial do tumor. Isso implica
que tecidos saudaveis mais externos ao tumor recebem doses mais elevadas de calor
para garantir que a dose correta alcance o tecido tumoral. Essa técnica apresenta
baixa seletividade, podendo causar efeitos adversos e, possivelmente, uma reacao
térmica ineficiente no local desejado (BEIK et al., 2016). Por outro lado, na hipertermia
magnética (Figura 2B), nanoparticulas magnéticas sdo utilizadas e entregues as
células cancerosas, seja por via oral ou intravenosa (NEHOFF et al., 2014). Isso
possibilita atingir o tecido tumoral a partir de seu interior. Ao induzir um campo
magnético alternado que fornece altas taxas de energia, as nanoparticulas passam
por um processo de reversdo, ou seja, a taxa de absorcéao de energia (SAR) resulta
no aumento local de temperatura (GALEANO-VILLAR et al., 2019). As nanoparticulas
geram uma entrega mais eficaz de calor dentro do ambiente tumoral e possivelmente
intracelular, devido a internalizacdo das particulas pelas células (ABU-BAKR et al.,
2019). Dessa forma, reduz-se a acdo adversa da reagcdo térmica nos tecidos
circundantes (BEIK et al., 2016).

Figura 2: Diferenca entre as formas de hipertermia que proporciona o aquecimento
tecidual cancerigeno.
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Fonte: Adaptada (BEIK et al, 2016)

Nanoparticulas magnéticas, como a magnetita (Fe304), sdo altamente
atrativas para aplicacdes biomédicas devido as suas propriedades magnéticas
distintas. O regime superparamagnético dessas particulas implica uma dinamica
magnética notavelmente lenta, permitindo a recuperacao controlada da remanéncia
do material quando exposto a um campo magnético alternado de alta frequéncia.
Nesse cenario, as nanoparticulas magnéticas liberam energia, resultando em um
aumento localizado da temperatura. Esse fenbmeno é promissor para o tratamento de
cancer e € denominado hipertermia magnética, conforme ilustrado na (Figura 3). O
tratamento se baseia no aquecimento focalizado do tecido tumoral, mantido na faixa
de 41 a 45 °C, mediante a aplicacdo de um campo magnético alternado externo.
Dentro dessa faixa de temperatura, observa-se que o dano é reversivel em células
saudaveis, enquanto células tumorais enfrentam danos irreversiveis (BROLLO et al.,
2016).
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Figura 3. Representacdo esquematica do tratamento de cancer por hipertermia
magnética, empregando nanoparticulas magnéticas: (a) introducdo do fluido
magneético no tecido tumoral e (b) aplicacdo de campo magnético alternado para
induzir o aguecimento localizado.

< Corrente .
) alternada ; | Campo magnético

Fluldo alternado

Magnético

!

| Elevagdo de ',
N \Temperatura .

Temperatura |-
Normal |

Rotagao dos
momentos magnéticos
dos "nanoimas”

Fonte: Adaptado de (NANOMED et al., 2013).

A eficiéncia do material em gerar calor por inducdo de campo magnético
alternado é quantificada pela perda especifica de poténcia (SLP - specific loss power),
também conhecida como taxa de absorcao especifica (SAR - specific absorption rate).
Essa grandeza representa a poténcia gerada pela nanoparticula, normalizada pela
sua massa, sendo uma medida direta da taxa de aquecimento proporcionada pela
nanoparticula (DIAS et al., 2014).

Em aplicac@es clinicas, sdo desejaveis nanoparticulas que apresentem valores
elevados de SAR, permitindo a administracdo de menores quantidades de material
para alcancar a mesma condicao terapéutica. Isso contribui para minimizar possiveis
efeitos colaterais associados ao excesso de nanoparticulas no organismo do paciente.
O valor de SAR é geralmente influenciado por parametros como a estrutura da
particula (tamanho, forma e arranjo cristalino), propriedades magnéticas e condicdes
do campo magnético alternado, os quais podem ser controlados durante a sintese da
particula ou a aplicacdo do campo magnético. Recentemente, tém sido realizados
esforcos para validar a viabilidade, controlabilidade e ndo invasividade da técnica de
hipertermia magnética intracelular como um método terapéutico. As nanoparticulas
superparamagnéticas de oxido de ferro ja foram aprovadas para testes em humanos
(BLANCO-ANDUJAR et al., 2016). A empresa MagForce Nanotechnologies AG ¢é a

Gnica que utiliza nanoparticulas de 6xido de ferro para o tratamento de tumores por
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hipertermia magnética em humanos, apresentando ensaios clinicos em estagio
avancado. O primeiro teste clinico, promissor para o tratamento de cancer de préstata,
foi conduzido por (JOHANNSEN et al., 2005).

Por meio deste tipo de terapia (consideradas estratégias terapéuticas
alternativas e/ou complementares), a destruicdo tumoral por hipertermia tem sido
estudada como uma importante via de escolha para minimizar as invasées cirirgicas
e, em situacdes em que a resseccao nao € possivel (em regides vitais como o SNC),
pode se apresentar como uma das principais vias terapéuticas para tratamento
(CICUENDEZ M et al., 2018).

1.2.3 Endocitose: vias de internalizacdo de matérias nanoestruturados

A internalizacdo de materiais nanoestruturados nas células € um processo
critico para o sucesso de vérias aplicacdes biomédicas, como entrega de drogas,
terapia genética e diagnostico. Existem varias vias de internalizacdo, dependendo das
propriedades dos nanomateriais e do tipo de célula. A endocitose € o principal
mecanismo pelo qual as células internalizam materiais nanoestruturados. As
principais vias endociticas incluem a endocitose mediada por clatrina, endocitose
mediada por caveolina, endocitose independente de clatrina e caveolina,
macropinocitose e fagocitose (figura 4). (BANUSHI.B et al., 2023). A endocitose
mediada por clatrina envolve a formacao de vesiculas revestidas por clatrina que
englobam os nanomateriais e 0s transportam para o interior da célula. A endocitose
mediada por caveolina ocorre em microdominios da membrana celular chamados
caveolas, que sao ricos em colesterol e esfingolipidios. Este processo é
particularmente importante para a internalizacao de certos tipos de nanoparticulas. A
macropinocitose € um processo de internalizacdo ndo especifico que envolve a
formacao de grandes vesiculas chamadas macropinossomos, que englobam grandes
volumes de fluido extracelular e seus contetdos. Este mecanismo € usado por células
fagociticas, como macréfagos, para internalizar particulas maiores, incluindo
nanomateriais. (RENNICK JJ et al., 2021). Além da endocitose, a fagocitose é uma
via importante em células especializadas, como macrofagos, neutrofilos e células
dendriticas. Esses fagocitos englobam particulas grandes, incluindo nanomateriais,
em vesiculas chamadas fagossomos, que entdo se fundem com lisossomos para
degradar os materiais internalizados. A transicao direta através da membrana celular

€ um processo menos comum, mas relevante para certos tipos de nanoparticulas. I1sso
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pode ocorrer através de insercao direta na membrana ou por meio de mecanismos de
transicdo dependentes de energia. Este método é frequentemente observado em
nanoparticulas muito pequenas ou em condi¢cdes especificas (BANUSHI.B et al.,
2023).

Figura 4: Representagéo esquematica de diferentes vias endociticas.
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Fonte: Adaptado de (MAYOR et al., 2007).

A eficiéncia e a via de internalizacdo de nanomateriais sédo influenciadas por
varios fatores, incluindo o tamanho, forma, carga superficial e funcionalizacdo dos
nanomateriais, bem como o tipo de célula alvo e suas propriedades fisiolégicas.
Materiais hanoestruturados, devido ao seu tamanho, sdo capazes de interagir com as
células da mesma forma que outros materiais tamanho similar, tais como virus e
proteinas, sendo reconhecidos por receptores nas membranas e sendo internalizados
através da maquinaria endocitica das células (FRANCIA et al., 2020). Embora o
tamanho das particulas seja importante uma vez que quanto maiores estas forem,
mais dificuldade as células terdo para internaliza-las (WU et al, 2019), tanto o tamanho
quanto a forma, a elasticidade e a carga da superficie podem ser adaptadas
dependendo da necessidade (SHI et al., 2017).

As nanoparticulas podem ser introduzidas no organismo por diferentes vias,
como inalacdo, ingestdo oral, penetracdo dérmica e ocular, além de injecbes
intravenosas, intramusculares e subcutéaneas. Ao entrarem em contato com fluidos

fisiolégicos ou barreiras bioldgicas, podem sofrer processos de agregacao e/ou
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dissolucdo, influenciando sua biodistribuicho e comportamento biolégico.
Compreender os mecanismos de endocitose das nanoparticulas (NPs) e sua
regulacdo é fundamental para otimizar sua captacdo e minimizar possiveis efeitos
toxicos. Para isso, diferentes estratégias tém sido utilizadas, como o uso de inibidores
quimicos e farmacologicos, abordagens genéticas e a andlise de biomarcadores
especificos. Uma das principais abordagens para estudar a endocitose de NPs é a
utilizacdo de inibidores, que bloqueiam seletivamente as vias de captacdo celular
(ALMEIDA et al., 2021). Esses inibidores sdo amplamente empregados devido a sua
rapida acdo, eficiéncia e baixo custo, além de atuarem em uma ampla populagcéo
celular. Entre os inibidores mais comuns estdo o dynasore, lovastatina, amilorida,
genisteina e MbCD, cada um direcionado a diferentes mecanismos de internalizacéao

celular (Quadro 1).
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Quadro 1: Inibidores de endocitose e seus mecanismos de agéo.

Inibidor Caminho(s) envolvido(s) Mecanismo de agcédo
Inibe a atividade GTPase da
Endocitose  dependente  de dinamina 1 e 2, bloqueando a
Dynasore ] ) ) ) i
dinamina endocitose mediada por clatrina e

caveolas.

Lovastatina

Endocitose mediada por caveolas

Reduz a producéo de
colesterol, essencial para a formacao
de caveolas.

Inibe a bomba de troca Na*/H",

afetando o pH intracelular e

Amilorida Macropinocitose
bloqueando a sinalizagdo de Racl e
Cdc42.
Inibe a atividade de tirosina
Genisteina Endocitose mediada por caveolas | quinases, interrompendo a formacgéo

de vesiculas de caveolas.

Metil-B-ciclodextrina

Endocitose mediada por

caveolas/Raft lipidico

Reduz o colesterol da
membrana plasmatica, prejudicando a
organizacao dos dominios lipidicos

necessarios para a endocitose.
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2 JUSTIFICATIVA

O cancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que
apresentam, como produto de alteracbes moleculares, um crescimento celular
desordenado, com capacidade de infiltracdo em outros tecidos e 6rgaos (INCA et al.,
2011). Ao longo dos anos, os esforcos de pesquisa tém se concentrado em
compreender melhor os mecanismos subjacentes & doenca, desenvolver métodos
mais precisos de diagndstico precoce e descobrir tratamentos mais eficazes, visando
melhorar as taxas de sobrevivéncia e qualidade de vida dos pacientes diagnosticados
com cancer.

Estudos voltados para a hipertermia mediada por nanoparticulas de éxido de
ferro com autorregulacao térmica, em faixa terapéutica (41-45 °C), demonstram um
grande potencial no tratamento antitumoral. Essa faixa de temperatura é eficaz para
causar danos em células cancerosas, enquanto minimiza os efeitos adversos nas
células sadias, uma vez o corpo humano em condi¢cdes saudaveis apresenta
temperatura 37 °C, mas a elevacdo desta temperatura até 42 °C ndo causa danos
significativos as células saudaveis. Devido a sua eficacia, baixa toxicidade, alta
seletividade, e ao efeito terapéutico mais relevante dentro do tumor (devido ao
metabolismo tumoral aumentado), que leva a uma maior internalizacdo de NPs, essa
abordagem representa uma escolha terapéutica segura, menos invasiva € com menos
efeitos adversos comparado com os procedimentos convencionais. Entretanto, essa
abordagem possui limitacbes no controle da liberacdo de calor dos nanossistemas
utilizados na faixa terapéutica, podendo causar danos ao organismo quando a
temperatura excede 42 °C.

O uso de nanoparticulas de 6xido de ferro autorreguladas aprimoram a técnica
da hipertermia como uma opc¢ao promissora no combate aos canceres sélidos de
dificil alcance terapéutico, como o0 osteossarcoma. Contudo, é necessario que a
abordagem terapéutica dos novos nanosistemas, citados em literatura como
autorregulados, seja validada do ponto de vista biologico, entendendo as diferencas
entre formacédo de proteina corona, a internalizacdo por diferentes vias endociticas e
os efeitos hipotérmicos promovidas por estes sistemas comparados com NPs

tradicionais.
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3 OBJETIVO
3.1 Objetivo Geral

Validar o efeito biolégico da hipertermia magnética autorregulada, induzida pela
aplicacado de campo magnético alternado em nanoparticulas magnéticas de 6xido de
ferro dopadas com Zn/Co/Cr, como abordagem terapéutica para osteossarcoma.
3.2 Objetivos Especificos

0 Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas magnéticas
de oxido de ferro, pura (NPMp) e dopada (NPMd), e capacidade de autorregulacao
térmica em resposta a um campo magnético alternado.

0 Investigar a presenca e composi¢ao de proteina corona das diferentes
nanoparticulas magnéticas expostas a meio de cultura.

0 Analisar as vias envolvidas na internalizacdo de nanoparticulas
magnéticas em modelo tumoral 2D de osteossarcoma.

0 Avaliar o efeito da aplicacdo de campo magnético alternado no

tratamento de cancer, utilizando modelo tumoral 3D de osteossarcoma.
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4 METODOLOGIA
4.1 Nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro

As nanoparticulas utilizadas no presente trabalho foram sintetizadas e cedidas
por colaboradores, conforme especificacbes a seguir. Vale ressaltar que a
nanoparticula pura (NPMp) estd sendo utilizada como modelo tradicional para
liberacdo de calor (controle), enquanto a dopada (NPMd) apresenta comportamento

de autorregulacao térmica proxima a faixa terapéutica de temperatura (42-45 °C).

4.1.1 Sintese de nanoparticulas de 6xido de ferro pura (NPMp)

As nanoparticulas magnéticas de magnetita pura (Fe304), nomeada como
NPMp, foi sintetizada no Laboratério de Nanotecnologia Biofuncional da UFRJ e
cedida pela Magtech Solu¢cbes em Nanoparticulas Magnéticas Ltda. A sintese foi
conduzida utilizando o método de coprecipitacéo, conforme descrito por BEDE et al.,
(2017).

4.1.2 Sintese de nanoparticulas de 6xido de ferro dopadas (NPMd)

As nanoparticulas magnéticas de ferritas dopadas com Zn/Co/Cr
(ZNno.54C00.46Cro.4Fe1.604), nomeada como NPMd, foi sintetizada e cedida pelo
Laboratério de Materiais Magnéticos Multifuncionais do CBPF. A sintese foi conduzida
por reacdo de coprecipitacdo por via hidrotérmica como descrito na literatura (C L
VALENTE-RODRIGUES et al., 2023).

4.1.3 Marcacéo fluorescente das nanoparticulas (NPs)

Com o objetivo de criar NPs fluorescente para realizar a avaliacdo
semiquantitativa das vias de internalizacdo e trafego intracelular das NPs, foi
necessario realizar uma marcacéo fluorescente das mesmas, adsorvendo a superficie
a Rodamina, uma molécula fluorescente, nao radioativa. Para isso, foram preparados
50 ml de solu¢do de Rodamina concentrada 0,5 mg/ml em agua (solugéo estoque). A
seguir, o volume correspondente a 200 mg de cada particula foi diluido em 1 ml da
solucdo estoqgue de Rodamina, respectivamente. Apos, estas amostras foram
submetidas a agitacdo por duas horas a temperatura ambiente para promover a
adsorcdo da Rodamina a particula. Posteriormente, o material foi centrifugado por 10

minutos a 350g, lavado com H20 e novamente centrifugado e ressuspenso em agua,
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repetindo o processo até que o sobrenadante se torne transparente. A confirmacgéo
da adsorcdo da Rodamina fluorescente no comprimento de onda de 547 nm, as
nanoparticulas de oxido de ferro foi realizada por meio de microscopio de

fluorescéncia de alta resolucéo Axio Imager da Zeiss (FIOCRUZ).

4.2 Caracterizacbes do Biomaterial

Para a confirmacao da sintese das NPs foram utilizadas diferentes técnicas a
fim de determinar as caracteristicas fisico-quimicas das amostras. As NPs foram
testadas em agua, como um controle, e meio de cultivo celular completo (Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM HIGH), suplementado com 10 % de Soro Fetal Bovino
(SFB) e 1 % de antibidtico Penicilina/Estreptomicina (PS) como forma de mimetizar o
ambiente celular in vivo. Para caracterizacao do biomaterial foram utilizadas técnicas:
MET, DLS, FTIR e Potencial Zeta.

4.2.1 Difracdo de Raios X (DRX)

Para verificar a qualidade da sintese foi realizada uma analise estrutural e
microestrutural por difracdo de raios X (DRX), identificando os diferentes materiais
presentes na estrutura e verificando o grau de cristalinidade do material sintetizado.
Os difratogramas foram medidos em uma faixa angular de 26 compreendida entre 10°
até 80°, com passo de 0,026° em um difratbmetro de p6é da marca Panalytical, modelo
X’PERT Pro, disponivel no Laboratério Multiusuario de raios-X do CBPF, RJ. Para a
identificacdo das fases cristalinas presentes nas amostras, em comparacdo foram
utilizados padrdes disponiveis na base de dados de estrutura cristalina inorganica

(ICSD), correspondentes as fases de magnetita (Fe304).

4.2.2 Medidas de magnetizacao

Medidas de magnetizagdo por magnetometria de amostra vibrante foram
realizadas no aparelho Physical Property Measurement System (PPMS) da Quantum
Design, modelo DynaCool, EUA, utilizando a opc¢ao Vibrating Sample Magnetometer
(VSM). As medidas foram realizadas sob campo variavel de 30.000 a -30.000 Oe, em

temperatura fixa de 300 K.

4.2.3 Hipertermia Magnética
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Medidas de hipertermia magnética foram realizadas, utilizando um sistema de
induc&do da Ambrell, modelo Easy Heat EH 3542 LI, do Reino Unido. Um frasco de
vidro contendo 1,0 mL de uma dispersdo aquosa de 20,0 mg/mL da amostra foi
posicionado em um calorimetro com isolamento térmico. A suspenséao foi exposta a
um campo magnético alternado com frequéncia (f) de 224 kHz, amplitude (H) de 27,5
mT por 30 min e acionado por uma bobina, gerando um campo magnético alternado

induzido, enquanto um termdémetro de fibra 6ptica mede a mudanca de temperatura.

4.2.4 Microscopia eletrénica de transmisséo (MET)

Para avaliar a morfologia, organizacdo estrutural, tamanho, caracteristicas
nanoestruturais do material que sera utilizado na avaliacdo ap0s a internalizacdo das
particulas, bem como eventuais mudancas na morfologia celular advindas dessa
internalizacao foi utilizada a técnica de microscopia eletrénica de transmissao.

Para avaliagdo morfolégicas, as NPMp e NPMd diluidas em &gua e meio de
cultura celular foram dispersas em banho ultrassénico na frequéncia de 40KHz,
durante 10 minutos e em seguida depositadas em uma grade de cobre revestida com
formvar.

Visando garantir a estabilidade do vacuo do equipamento, as grades contendo
as amostras foram deixadas secas por 24 horas a temperatura ambiente antes da
analise no microscépio eletrénico de transmissao Hitachi HT 7800 da Plataforma de
Microscopia Eletrénica Rudolf Barth — Fiocruz. Neste microscépio, utilizamos um feixe
de elétrons gerado por um filamento de tungsténio, acelerado por uma diferenca de
potencial de 100 kV.

4.2.5 Espalhamento dinamico de luz (DLS)

O espalhamento dinamico de luz foi utilizado para analisar a distribuicdo de
tamanho das NPMp e NPMd ressuspensas em agua ou em meio de cultivo celular
completo. Paraisso, foi realizada uma diluicdo da solucéo estoque de 1 mg/ml de cada
particula ressuspensa em agua destilada para chegar a uma concentragdo de 300
Mg/ml, ressuspensas em agua ou meio de cultivo celular completo, respectivamente.
Esta suspensao foi incubada em agitacdo durante 24h. Apds, as amostras foram
centrifugadas a 350g por 10 min a 25° C, o sobrenadante foi descartado e o pellet
lavado em agua e centrifugado novamente, por 3 vezes. Em seguida, para ambas as

condi¢cbes, o sobrenadante foi descartado e o pellet seco a temperatura ambiente.
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Para realizar as andlises o pellet foi ressuspenso em 1ml de Citrato de sédio (Nacit)
2,5 mg/ml as NPs. As andlises de DLS foram realizadas utilizando o equipamento

Malvern Zetasizer Nano series, do Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF).

4.2.6 Potencial Zeta

Para verificar a eventual adsorcdo de moléculas, incluindo proteinas, foi
utilizada a técnica do potencial Z. Para isso, foi realizada uma diluicdo da solucéo
estoque de 1 mg/ml de cada particula ressuspensa em agua destilada para chegar a
uma concentragcdo de 300 pg/ml, ressuspensas em agua ou meio de cultivo celular
completo, respectivamente. Esta suspensao foi incubada em agitacdo durante 24h.
Apos, as amostras foram centrifugadas a 350g por 10 min a 25° C, o sobrenadante foi
descartado e o pellet lavado em agua e centrifugado novamente, por 3 vezes. Em
seguida, para ambas as condi¢cdes, o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspenso em 1 ml de KCI 1mM. A leitura foi realizada utilizando o equipamento

Malvern Zetasizer Nano series, do Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF).

4.2.7 Espectrometria no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Para determinacdo de caracteristicas estruturais principalmente em grupos
funcionais e de ligacfes presentes em uma amostra foi utilizada a técnica de FTIR.

As amostras foram preparadas como descrito na secao 4.2, mas secas na
estufa a 37°C por 30min. Apds, 5 mg de amostra foi pesado e montado em uma prensa
uniaxial, pressionado por cinco minutos e lido no espectrometro da marca Shimadzu
modelo IRPrestige-21, no Laborat6rio de Espectroscopia do CBPF. O interferograma
de cada nanossistema foi gerado em uma faixa de comprimento nimero de onda de
400 a 4000 cm™™,

4.2.8 Espectrometria de massas

Para avaliar a presenca e composi¢ao da proteina corona, foi utilizada a técnica
de espectrometria de massa (MS) utilizando o equipamento Orbitrap Exploris 480 do
Centro de Pesquisa em Medicina de Precisdo (CPMP) - UFRJ. Para isso, foi realizada
uma solugao de 300 ug/ml de cada NPMp ou NMPd, ressuspensas em meio de cultivo
celular completo. Esta suspenséo foi incubada em agitacdo durante 24h. Apds, as
amostras foram centrifugadas a 350g por 10 min a 25° C, o sobrenadante foi

descartado e o pellet lavado em agua e centrifugado novamente, por 3 vezes. Em
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seguida, para ambas as condi¢bes, o sobrenadante foi descartado e o pellet seco a
temperatura ambiente.

Para realizar a digestdo das proteinas, as amostras foram inicialmente
quantificadas utilizando o Qubit, estimando a massa de proteinas para um volume final
de 500 pl. Em seguida, foram adicionados 100 pl de uma solucéo de ureia 4M e
bicarbonato de aménio 10 mM. Apds homogeneizar e manter sob agitacdo por 30
minutos, para reducdo das pontes dissulfeto entre os residuos de cisteina, foi
adicionado ditiotreitol (DTT) para uma concentracao final de 10 mM. As proteinas
foram entdo homogeneizadas e incubadas a 37°C por 1 hora sob agitacao. Apds esse
periodo, para impedir uma nova estruturacdo das pontes dissulfeto, foi realizada a
alquilacao dos enxofres, adicionando-se iodoacetamida (IAA) para uma concentracao
final de 40 mM, e incubando a temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, o
pH foi aferido, devendo estar entre 7 e 9. Adicionamos 0,5 pg de tripsina e incubamos
a 37°C por 18 horas. No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 350g por 10
minutos, e acido trifluoroacético foi adicionado para uma concentracao final de 1%,
com o objetivo de parar a reacdo da tripsina. As amostras foram quantificadas
novamente por Qubit, secas em microporos low-binding e ressuspendidas em agua
com acido férmico 0,1% para andlise por LC-MS. Injetamos 250 ng de peptideos
tripticos no nanoLC para a analise.

Aposs, os peptideos resultantes foram separados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) antes de serem introduzidos em um espectrometro de massa.
Na espectrometria de massa, os peptideos foram ionizados e separados com base na
razdo carga/massa. Os fragmentos gerados durante a ionizacdo fornecem
informacBes sobre a sequéncia de aminoacidos, possibilitando a identificacdo das
proteinas presentes na amostra. A listagem das proteinas analisadas pode ser
encontrada no Apéndice 1. Portanto, os dados obtidos foram analisados
bioinformaticamente utilizando como critério de exclusdo a presenca de pelo menos
de 2 peptideos detectados pela andlise de cromatografia. Para essa andlise

guantitativa foi utilizado o software R Studio.

4.3 Validagéao celular
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4.3.1 Cultura celular 2D e 3D

As células tumorais osteossarcoma humano (SAOS-2) foram descongeladas e
cultivadas em meio de cultivo DMEM high glicose suplementado com 10 % de soro
fetal bovino em ambiente Umido a 37 °C com 5 % de COZ2. Para garantir a qualidade
do cultivo, foram realizadas trés passagens e 0s experimentos foram realizados na
curva de crescimento celular exponencial.

Para realizar a cultura de células 3D, foram usadas placas de fundo em U de
96 pocos (Corning), previamente revestidas com uma fina camada de 1% de agarose
ultrapura (Sigma-Aldrich). Em seguida, 200 pL de suspensao de células ressuspensas
em meio DMEM de alta glicose suplementado com 10% SFB e 1% PS, contendo
10.000 células foram plagueadas em cada poco. As células foram incubadas por 72
horas em uma atmosfera umidificada com 5% de CO2 a 37 °C. O crescimento, a forma
e a morfologia dos esferéides foram monitoradas no microscopio 6ptico invertido
Olympus (modelo CKX41, Japao) para garantir a reprodutibilidade da morfologia e a

uniformidade da dimensé&o dos esferdides.

4.3.2 Ensaio de Viabilidade Celular (MTT) em Células SAOS-2

O ensaio de viabilidade celular foi realizado utilizando o método do MTT,
conforme estabelecido pela norma ISO 10993-5, para avaliar os efeitos das
nanoparticulas de 6xido de ferro na viabilidade das células SAOS-2. Células da
linhagem SAOS-2 (osteossarcoma humano) foram cultivadas em meio Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS)
e 1% de solucao antibittica (penicilina 100 U/mL e estreptomicina 100 pg/mL), sendo
mantidas em incubadora a 37°C, 5% de CO, e 95% de umidade. Para a realizacao do
ensaio, as células foram semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade de 2 x
10* células/pocgo e incubadas por 24 horas para adesao. Apds esse periodo, o meio
foi removido e substituido por meio fresco contendo nanoparticulas de 6xido de ferro
na concentracao de 10, 30, 50, 100, 300 e 500 pg/mL, sendo as células incubadas por
24 horas sob as mesmas condi¢gbes de cultivo. Ao término do tratamento, o meio
contendo as nanoparticulas foi removido e substituido por 100 pL de meio DMEM sem
FBS, seguido da adi¢do de 10 pL da solucdo de MTT (5 mg/mL em PBS). As células
foram incubadas por 4 horas a 37°C para permitir a conversdo do MTT em formazan.

Em seguida, o meio foi cuidadosamente removido e os cristais de formazan foram
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solubilizados com 100 pL de DMSO, e a absorbancia foi medida a 570 nm utilizando

um leitor de microplacas. Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.3.3 Inibic&o das vias de internalizacao

Para avaliar por quais vias de internalizacdo que as nanoparticulas entram, 3 x
10* células plaqueadas em laminulas de vidro durante 24h. Em seguida elas foram
expostas a diferentes inibidores durante 30 minutos, em meio de cultura DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) com 10% de SFB e 1% de PS, com objetivo de
inibir a via de internalizacdo desejada de forma seletiva. Dentre os inibidores que
foram utilizados estdo o Dynasore 100 uM (Dynasore hydrate powder, dynamin 1 and
dynamin 2 GTPase activity inhibitor) - D7693 , inibidor da via endocitica mediada por
Clatrina; Ginesteina 300 uM, responsavel pela inibicdo da via mediada por Caveolina;
MBCD (Methyl-b-cyclodextrin) 10 pM, Metil-B-ciclodextrina powder, BioReagent,
suitable for cell culture - C4555 inibidor do raft lipidico, Amilorida 0,5M 5-(N,N-
Dimethyl)amiloride hydrochloride - A4562 inibidor da Macropinocitose; e Lovastatina

(Lovastatin) - PHR1285 0,9M, que causa a inibicdo da Fagocitose (Quadro 2).

Quadro 2: Inibidores de vias endociticas

VIA DE INIBICAO INIBIDOR TRACADOR
Clatrina Dynasore 100 uM - D7693 | Transferrina humana
Caveolina Ginesteina 10 mM - | Transferrina humana
328270250

Raft lipidico MetilBetaCicloDestrina 10 | Toxina da célera
mM - C4555

Macropinocitose Amilorida - A4562 0,5M Lucifer Yellow

Fagocitose Lovastatina - PHR1285 | Lucifer Yellow
0,9M

O processo de internalizacdo foi verificado com moléculas tracadores
fluorescentes, cada uma tendo como alvo um inibidor. A transferrina humana foi usada

para marcar a Dynasore e Ginesteina, a toxina da colera marcara o MBCD, Lucifer
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Yellow serd usada para marcacdo da Amilorida, e marcagdo da Lovastatina. A
marcacao de fluorescéncia para analise semiquantitativa sera descrita na (secao
4.3.5).

4.3.4 Hipertermia das células 3D expostas ao campo magnético alternado

Para analisar o efeito do campo magnético sobre as células tumorais na
presenca de nanoparticulas magnéticas (NPMp e NPMd), foram formados esferoides
tridimensionais, os quais foram expostos a 300 ug/mL de nanoparticulas por 24 horas.
ApOs esse periodo, micrografias foram obtidas utilizando a microscopia de
fluorescéncia Axio Imager da Zeiss, com marcagdo do nucleo celular com DAPI
(descrita na secao 4.3.5). Em seguida, foi aplicada a hipertermia magnética sob um
campo magnético de 596 Oe e frequéncia de 226 kHz, com ciclos de 10 minutos cada,
nas condicdes descritas a seguir. Apos 24 horas de contato com as nanoparticulas, o
campo magnético foi aplicado uma (T1), duas (T2) ou trés vezes (T3), com cada ciclo
consistindo em 10 minutos de exposicdo ao campo magnético, seguidos de 30
minutos de repouso em incubadora a 37 °C, 5% de CO, e atmosfera umidificada. Para
investigar o efeito cumulativo da hipertermia magnética ao longo do tempo, aplicacdes
adicionais foram realizadas, um novo ciclo de 10 minutos foi aplicado 48 horas apos
o contato inicial as nanoparticulas (T4) e, posteriormente, mais um ciclo de 10 minutos

foi realizado 72 horas apdés a exposicao inicial (T5), (Quadro 2).

Quadro 3: Parametros de aplicacdo do campo magnético alternado

EXPOSICAO DIA 1 DIA 2

Tl 1 aplicagéo -

T3 3 aplicacdes -

T4 4 aplicacdes -

T5 3 aplicacdes 1 aplicacéo

4.3.5 Marcacéo fluorescente das células 2D e 3D.
Para avaliar a internalizacdo das NPs e o efeito da hipertermia no tamanho dos

esferdides foram realizadas marcacfes de fluorescéncia. Para a visualizacdo do
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citoesqueleto e dos nucleos celulares, foi realizado um protocolo de marcagéo
utilizando faloidina conjugada a Alexa Fluor 647 e DAPI para analise de internalizagédo
em células 2D e apenas DAPI para analise do efeito da hipertermia no tamanho do
esferodide (células 3D).

Brevemente, as amostras foram fixadas em paraformaldeido 4% (PFA) durante
10 min, lavadas trés vezes com PBS, por 5 minutos cada lavagem. Em seguida, foi
adicionado NH,Cl 20 mM por 10 minutos, seguido de trés lavagens com PBS. Para a
permeabilizacdo da membrana, foi adicionado 0,1% X-100 + BSA 1% por 10 minutos.
A faloidina Alexa Fluor 647, na diluicdo de 1:80 em solucéo contendo Triton X-100 a
0,1% e BSA a 1%, foi adicionada permanecendo em incubacao por 30 minutos em
camara umida. Apés esse periodo, as amostras foram lavadas trés vezes com PBS e
para a marcacdo do nucleo, incubadas com FluorShield com DAPI para analise de
internalizacdo e DAPI liquido, na diluicdo 1:1000, por 10 minutos em temperatura
ambiente, para as analises de cultivo 3D. As laminulas de vidro de células em 2D
(internalizag&o), foram cuidadosamente montadas em laminas, posicionando a face
com as células em contato com o selante. O excesso do selante foi removido e a
montagem foi finalizada utilizando esmalte transparente.

As analises de microscopia foram realizadas em Microscépio de microscopia
de fluorescéncia Axio Imager da Zeiss (FIOCRUZ) e Microscépio Confocal Leica TCS-
SPE (Unidade multiusuaria de microscopia confocal do Instituto de Ciéncia
biomédicas UFRJ).

4.3.6 Microtomografia computadorizada (microCT).

Para investigar a distribuicdo das NPs e possiveis alteracdes morfolégicas ou
perda de integridade estrutural devido ao tratamento foi utilizada a técnica da microCT.
Os esferdides foram processados para microscopia eletrénica de transmissao e
escaneados em um dispositivo de microCT de alta resolug&o Bruker (modelo Skyscan
1172, Bélgica), usando um tempo total de digitalizacdo de cerca de 1 h em um
tamanho de voxel de 13,04 um, 24 kV, 529 pyA, 180° de rotacdo, um passo de rotacao
de 0,257, exposicdo de 2000 ms. A corregcao do endurecimento do feixe e os limites
de contraste ideais com base nos testes iniciais de varredura e reconstrugdo foram

determinados de acordo com as instrucdes do fabricante.

4.3.7 Micrografia por MET
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Para analises ultraestruturais da morfologia celular as amostras de esferoides
foram fixadas em solucao de Karnovsky e pds-fixadas com tetréxido de 6smio a 1% e
ferrocianeto de potassio a 0,8% por 30 minutos. Em seguida, foram lavadas trés vezes
com tampéo cacodilato, desidratadas em uma série crescente de etanol (50%, 70%,
80%, 90%, 95% e 100%) e embebidas em resina epoxi. Cortes ultrafinos (40—100 nm)
foram obtidos e colocados em grades de cobre revestidas com formvar.

As micrografias foram geradas no microscopio eletrbnico de transmissao
Hitachi HT 7800 da Plataforma de Microscopia Eletrénica Rudolf Barth — Fiocruz,
utilizando um feixe de elétrons gerado por um filamento de tungsténio, acelerado por

uma diferenca de potencial de 100 kV.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizagdo dos nanosistemas

Os nanosistemas magnéticos foram caracterizados em relacdo a suas
propriedades fisico-quimicas.

Para identificar as fases resultantes das sinteses e determinar o grau de
cristalinidade das nanoparticulas magnéticas (NPs), o material puro apds a sintese,
foi caracterizado pela técnica de difracdo de raio-X (DRX), conforme ilustrado na
(Figura 5). Os principais picos identificados correspondem aos planos de reflexao
cristalina de FesO4 (220, 311, 400, 422, 511 e 440) e foram indexados conforme a
ficha cristalografica JCPDS n° 89-4319 (AZARNIER S.G et al., 2022). Essa
congruéncia reforga a validade e a qualidade da sintese das nanoparticulas de 6xido
de ferro. E importante ressaltar que ndo podemos afirmar com certeza que a amostra
€ exclusivamente composta de magnetita, pois o padrdo de difracdo da maghemita é
qguase idéntico. No entanto, a cor da amostra € tipica da magnetita (preta), ao passo
gue a maghemita possui uma coloragao ocre, sugerindo uma composi¢ao prevalente

de magnetita.

Figura 5: Gréafico de DRX gerado confirma que o biomaterial € uma nanoparticula de
oxido de ferro. A similaridade entre as amostras pode ser observada. (NPMd)
Nanoparticula magnética dopada com Co, Zn e Cr; (NPMp) Nanoparticula magnética
pura. As amostras possuem cristalinidade semelhante.
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Em relacdo a sua estrutura cristalina, os oxidos de ferro podem existir em
diferentes arranjos cristalograficos. Dentre esses se destacam a hematita (a-Fe203),
a magnetita (Fe304) e a maghemita (y-Fe203), devido ao seu polimorfismo, que
envolve transicoes de fase induzidas por temperatura. A magnetita se distingue dos
outros 6xidos de ferro porque sua estrutura contém ferro em dois estados de oxidacao:
divalente e trivalente. O Fe304 possui uma estrutura cubica de espinélio invertido,
caracterizada por um empacotamento cubico (WU et al., 2015). Quando dopada
(ferrita de Zn/Co/Cr) a estrutura cristalina passa adotar um arranjo cubico de face
centrada (C L VALENTE-RODRIGUES et al., 2023). Esta alteracdo na estrutura
cristalina é percebida pelo leve deslocamento para menores angulos de difragdo (20),

gue sugere variacfes nas tensdes da estrutura do 6xido de ferro, devido a dopagem.

5.2 Regime magnético das nanoparticulas (NPs)

As curvas de magnetizacao das particulas podem ser observadas na Figura 6.
Ambas apresentaram um perfil de superparamagnetismo e valores de magnetizacéo
de saturacdo (Ms) de 67,0 e 27,0 emu/g para NPMp e NPMd, respectivamente,
corroborando resultados reportados na literatura (C L VALENTE-RODRIGUES et al.,
2023; MARTINS.M. G et al., 2023) além de exibir magnetizacdo de remanéncia e

campo coercitivo despreziveis (respectivamente 1,0 emu/g e 7,0 Oe para NMP e 0,4
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emu/g e 4,0 Oe para NPMd). A diminuigdo na magnetizacdo de saturacado da amostra
NPMd em relagcdo a NPMp confirma a dopagem com Zn/Co/Cr. A reducdo na Ms pode
ser atribuida a mudanca de composicédo e morfologia da particula magnética (KIM et
al., 2009).

Figura 6: Curvas de magnetizacdo para as amostras de nanoparticulas pura (NPMp)
e dopada (NPMd) com suas respectivas ampliagdes da curva de histerese em fungao
do campo magnético aplicado a 300 K.
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5.3 Perfil de liberacéo de calor dos nanosistemas

A técnica de hipertermia magnética foi utilizada para induzir a geracéo de calor
pelas nanoparticulas quando expostas a um campo magnético alternado. Na Figura
11, sdo exibidas as curvas de aquecimento das NPs em agua. No grafico, observa-se
que a NPMd apresenta autorregulacdo na temperatura de 42°C. Em contraste, a
NPMp, quando exposta ao campo magnético alternado, eleva sua temperatura acima
de 80 °C em menos de 10 minutos, sem apresentar autorregulagéo.

A capacidade de autorregulagdo da NPMd ¢é atribuida a sua baixa temperatura
Curie resultante da dopagem com Zn/Co/Cr (W. ZHANG et al., 2018). Esse
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comportamento é importante para aplicacdo no tratamento antitumoral, pois a

autorregulacéo térmica em torno de 42 °C é crucial para a eficacia terapéutica.

Figura 7: Analise de Hipertermia das nanoparticulas magnéticas, demonstrando a
autorregulacéo térmica da NPMd e a elevada temperatura da NPMp. As amostras
foram analisadas em uma concentracdo de 10 mg/ml de NPM e 20 mg/ml de NPMd.
Foi aplicado um campo magnético alternado de 27 mT a uma frequéncia de 224 kHz.
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5.4 Estrutura morfolégica dos nanosistemas

A morfologia das nanoparticulas magnéticas foi avaliada por microscopia
eletrbnica de transmisséo (MET). As micrografias obtidas sdo apresentadas na Figura
8 para ambas as amostras. A amostra de NPMp (A) apresentou morfologia esférica,
enquanto a NPMd (B) exibiu uma morfologia cubica. Em ambas, observou-se a
tendéncia a formacédo de aglomerados, possivelmente devido ao modo de preparo das
suspensdes antes da andlise ou a alta relacdo area/volume caracteristica de materiais
em escala nanométrica. Essas aglomeracfes foram identificadas tanto em &agua
quanto em meio de cultura.

O tamanho, a composi¢do e a morfologia das particulas de 6xido de ferro sao
fatores determinantes para suas propriedades magnéticas. Estudos apontam que a
um aumento significativo no diametro das NPs quando em contato com meio de
cultura (YI-XIN et al., 2014). Embora a sintese convencional geralmente resulte em

particulas esféricas, métodos alternativos permitem a obtencdo de diferentes
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formatos, conferindo propriedades magnéticas distintas. Entre as morfologias néo
convencionais, destacam-se os nanooctopodes (ZHAO et al., 2013), os nanocubos
(KIM et al., 2009) e os nanoanéis (JIA et al., 2008).

Figura 8: A analise de microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) das
nanoparticulas magnéticas revelou caracteristicas distintas na morfologia entre as
amostras. Na micrografia (A) observamos a morfologia esférica das nanoparticulas,
correspondendo & amostra NPMp. Ja na micrografia (B) evidenciamos a morfologia
cubica das nanoparticulas, representadas pela amostra NPMd.
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5.5 Distribuicdo de didmetro hidrodinamico das NPs

A técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) foi utilizada para medir o
tamanho das nanoparticulas magnéticas (NPs) em seu estado de aglomeracéo. A
analise revelou uma distribuicdo bimodal do didametro hidrodindAmico em ambas as
amostras. Na amostra (A), correspondente a NPMp, a distribuicdo do diametro
hidrodindmico em agua variou de 500 a 900 nm, com uma populagédo predominante
em torno de 700 nm, apresentando uma distribuicdo heterogénea. Em meio de cultivo
suplementado com soro fetal bovino (SFB), os valores variaram entre 300 e 1000 nm,

com um pico predominante em 1000 nm e uma populacdo homogénea. Na amostra
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Intensidade (%)
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(B), referente @ NPMd, a distribuicdo em agua variou de 100 a 700 nm, com uma
populacdo homogénea. Ja em meio de cultivo + SFB, 0s valores oscilaram entre 250

e 1000 nm, com um pico principal em 900 nm e uma distribuicdo heterogénea.

Figura 9: A analise de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) das nanoparticulas
magnéticas, mostrando as medidas de tamanho das particulas. Naimagem (A), estdo
representadas as nanoparticulas magnéticas pura (NPMp) em agua e meio de cultivo.

Na imagem (B), sdo apresentadas as nanoparticulas magnéticas dopadas (NPMd) em
agua e meio de cultivo.
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Descobertas indicam que quando nanoparticulas e proteinas de meios
suplementados interagem, o0s sais inorganicos do DMEM contribuem para produzir

grandes bio-coronas, cujo tamanho varia com a concentragao e o tempo, como Visto
por (VIVAS et al., 2024).

5.6 Formacéo de proteina corona

O potencial Zeta foi determinado para avaliar a carga de superficie das
nanoparticulas magnéticas puras (NPMp) e dopadas (NPMd), como mostrado na

Tabela 1 os resultados foram compilados em uma tabela, revelando uma consideravel
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adsorcdo de proteinas na presenca de SFB. As amostras sem adicdo de meio
exibiram valores menores de potencial zeta, -5,3 para NPMp e -3,1 para NPMd. Por
outro lado, nas amostras expostas ao DMEM, observamos uma significativa adsorcao
de proteinas, como previsto, resultando em um aumento no potencial zeta. Os valores
foram de -24,5 para NPM e -24,3 para NPMd. Esses resultados indicam que a
presenca de proteinas no meio de cultura influencia diretamente a carga de superficie

das nanoparticulas.

Tabela 1: Andlise de Potencial Zeta das nanoparticulas magnéticas, demonstrando o
aumento da carga de superficie quando em contato com meio de cultura. Ambas as
particulas NPMp e NPMd apresentaram incremento significativo no potencial Zeta
apos contato com o meio de cultivo.

Potencial Zeta (mV)

Amostra H20 DMEM 10% SFB
NPMp -53+19 245+15
NPMd -3,1+0,2 -243+15

Utilizamos a técnica de FTIR para identificar os grupos funcionais dos
biomateriais de nanoparticulas de 6éxido de ferro. Foi possivel identificar o grupo
funcional caracteristico do 6xido de ferro, (Fe-O), através das bandas de absorcéo
situadas em 540 cm-1. Além disso, verificamos a presenca do grupo amida (NH2) na
banda de 1500 cm-1, confirmando que os materiais sdo de fato 6xido de ferro. Esta
presenca de grupo amida apOs contato com meio de cultura sugere uma alta
probabilidade de adsorcao protéica desse meio. Para respaldar nossas observacoes,
comparamos 0s resultados com as caracterizagbes de nanoparticulas de oxido de
ferro obtidas por (AZARNIER S.G et al., 2022), confirmando assim a natureza do
nosso biomaterial. Os graficos resultantes dessas analises estdo representados na

Figura 10.
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Figura 10: Graficos resultantes da leitura de FTIR, demonstrando a presenca de Fe-

O e grupo amida nas nanoparticulas magnéticas (NPMp) e nanoparticulas magnéticas
dopadas (NPMd).
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As analises de espectrometria revelaram uma possivel adsorcéo proteica de
NPMp e NPMd apds o contato com o meio de cultura. Contudo, os resultados
mostraram uma diferenca na composicdo da proteina corona adsorvida pelos
diferentes nanossistemas. Particularmente um total de 176 proteinas foram
encontradas nas amostras de NPMp e NPMd. Surpreendentemente, apenas 15
proteinas foram encontradas tanto na NPMp quanto na NPMd, enquanto 161 essas
proteinas sdo exclusivas da NPMd (Figura 11). A composi¢do da corona proteica

adsorvida compartilhada pelos dois nanossistemas foi evidenciada no (Quadro 4).

Figura 11: Grafico ilustrativo do total de proteinas encontradas nas amostras de
nanoparticulas magnéticas pura (NPMp) e nanoparticulas magnéticas dopadas
(NPMd) apds o contato com meio de cultura. Das 176 proteinas identificadas no total,

15 proteinas foram identificadas em ambas as particulas, enquanto 161 foram
exclusivas da NPMd.
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NPMp

NPMd

Quadro 4: Descricao de proteinas compartilhadas entre as nanoparticulas analisadas.

Proteinas adsorvidas
Albumin Complement factor H
Alpha-1-Antiproteinase Fibrinogen alpha chain
Alpha-2-HS-glycoprotein Gelsolin
Apolipoprotein A-I Hemoglobin fetal subunit beta
Apolipoprotein A-I Hemoglobin subunit beta
Complement C3 Kininogen-1
Complement C4 Kininogen-2
Complement factor B Plasminogen

As andlises de bioinformética dos resultados obtidos identificaram as proteinas
mais abundantes presentes nas nanoparticulas magnéticas (NPs), gerando uma lista
com as proteinas mais abundantes tanto nas NPMp quanto nas NPMd (Figura 9). Das
15 proteinas compartilhadas entre esses nanossistemas, 12 foram identificadas como
as mais abundantes. Apesar destas proteinas resultarem absorvidas em ambos os
sistemas a sua abundancia na superficie de cada nanoparticulas é diferente. Na
NPMp, a proteina mais prevalente é a alfa-2-HS-glicoproteina, enquanto nas NPMd a

mais abundante é a albumina.
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Figura 12: Protedmica (A): Demonstracdo das proteinas mais abundantes na
nanoparticula magnética pura (NPMp), onde a proteina Alfa-2-HS-Glicoproteina se
destaca como a mais prevalente. (B) Demonstracédo das proteinas mais abundantes
na nanoparticula magnética dopada (NPMd), com destaque para a prevaléncia da
proteina albumina.
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A composicao da coroa proteica adsorvida na superficie de nanoparticulas

pode influenciar diretamente suas vias de internalizagéo, um fator crucial na eficacia
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dos sistemas de entrega de farmacos. Quando nanossistemas circulam na corrente
sanguinea, diferentes proteinas plasmaticas podem se adsorver a sua superficie,
formando a chamada “coroa proteica”, composta por albumina, imunoglobulinas,
apolipoproteinas, fibrinogénio e componentes do sistema complemento, entre outras.
A interacdo dessas proteinas com receptores especificos na membrana celular pode
direcionar as nanoparticulas por diferentes mecanismos de endocitose, influenciando
seu destino intracelular e, consequentemente, sua biodistribuicéo e resposta bioldgica
(BASHIRI et al., 2023). A variacdo no perfil de proteinas adsorvidas depende das
propriedades fisico-quimicas do nanossistema. Por exemplo, enquanto um
nanossistema pode apresentar maior afinidade por albumina e imunoglobulinas, outro
pode adsorver preferencialmente apolipoproteinas e fibrinogénio. Essas diferencas
impactam diretamente a via de internalizacdo celular, que pode ocorrer por
mecanismos distintos, como endocitose mediada por clatrina, caveolina ou
macropinocitose. Segundo (BENTO-ABREU et al., 2009), a albumina, quando ligada
a megalina, pode ser endocitada tanto por caveolas, estruturas ricas em caveolina,
guanto por fossos revestidos de clatrina, evidenciando a importancia dos receptores
na captacdo de biomoléculas e nanoparticulas. Estudos indicam que as proteinas
coronais nao apenas modulam a endocitose, mas também afetam o trafego
intracelular das nanoparticulas. O trabalho de (RONG CAI et al., 2020) demonstrou
gue a coroa proteica altera as vias de internalizacdo dos nanobastdes de ouro por
macrofagos devido a interacdo diferencial das proteinas com receptores de
membrana, afetando a eficiéncia de internalizacéo e, consequentemente, a resposta
imunoldgica e a eficacia terapéutica. Esse efeito pode ser observado também em
nanossistemas de silica (SiO,), nos quais experimentos com inibidores de endocitose
e colocalizacdo de nanoparticulas com marcadores de vesiculas endociticas
confirmaram o envolvimento da macropinocitose na captacdo dessas particulas
(VRANIC et al.,, 2013). Além disso, a escolha da via de endocitose influencia
diretamente o destino intracelular das nanoparticulas. Enquanto algumas vias levam
as particulas para reciclagem na membrana celular, outras direcionam-nas para
endossomos iniciais e, posteriormente, para o0s lisossomos, onde podem ser
degradadas ou armazenadas por longos periodos (RENNICK et al., 2021). Dessa
forma, compreender e controlar o perfil proteico adsorvido nas nanoparticulas &
essencial para otimizar sua captacdo celular e aprimorar seu desempenho como

sistema de entrega de farmacos.
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5.7 Citotoxicidade (ISO 10993-5/2009)

Para avaliar a seguranca no uso das nanoparticulas de 6xido de ferro como
tratamento para o osteossarcoma foi realizado um ensaio de citotoxicidade em células
2D, seguindo a ISO 10993-5/2009. Os resultados mostraram que nenhuma das
formulag@es testadas, tanto as nanoparticulas magnéticas puras (NPMp) quanto as
nanoparticulas modificadas (NPMd), apresentou efeito citotoxico sobre as células
SAOS-2 em nenhuma das concentracdes avaliadas, com a viabilidade celular
permanecendo acima de 80% em todos os grupos (Figura 13). No entanto, na
concentracdo de 500 pg/mL de NPMp, observou-se um aumento na absorbéancia,
possivelmente devido a interferéncia das nanoparticulas na leitura do ensaio de MTT,
apesar dos valores permanecerem dentro dos que a ISO indica como auséncia de

citotoxicidade.

Figura 13: Viabilidade celular (%) das células SAOS-2 tratadas com NPMp e NPMd,
avaliada pelo ensaio de MTT conforme a ISO 10993-5/2009. Observa-se auséncia de
citotoxicidade (>80%) em todas as concentracdes testadas. A leve variagdo na
absorbancia em 500 pug/mL de NPMp sugere interferéncia 6ptica das nanoparticulas.
A concentracdo de 300 pg/mL foi escolhida para minimizar interferéncias. Valores
expressos como média + desvio padréao (n = 3).
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A interferéncia Optica de nanoparticulas coloridas em métodos baseados em
absorbéancia, como o ensaio de MTT, é um desafio amplamente reconhecido, mas
ainda ndo ha um consenso regulatdrio sobre sua mitigacao. Atualmente, a ISO 10993-
5/2009 é a principal referéncia para avaliacdo de citotoxicidade, mas ndo foi
originalmente desenvolvida para hanomateriais, 0 que pode comprometer a precisao
dos resultados em determinados casos. O Guia n° 63/2023, que trata da seguranca
biolégica de materiais nanotecnoldgicos, reconhece essa limitacdo e enfatiza a
necessidade de caracterizacédo fisico-quimica detalhada dos nanomateriais, além da
adaptacdo ou complementacdo dos métodos tradicionais para garantir resultados
confiaveis (LEWINSKI N et al., 2008).

Dessa forma, a auséncia de um marco regulatério consolidado para
nanomateriais reforca a necessidade urgente de revisdo das diretrizes existentes. A
adocéao de abordagens complementares, como ensaios baseados em fluorescéncia e
luminescéncia, pode ajudar a minimizar interferéncias e melhorar a precisdo dos
testes. Essa limitacdo metodoldgica evidencia a importancia da adaptacdo dos
ensaios convencionais para uma realidade nanotecnolégica emergente, visando
maior confiabilidade na avaliacado da biocompatibilidade e seguranca desses materiais
em aplicacbes biomédicas (ESHRATI YEGANEH et al., 2022).

Contudo, no presente estudo, a concentracao de 300 pg/mL foi escolhida para
0S experimentos subsequentes, visando garantir a auséncia de efeitos adversos e

minimizando possiveis interferéncias analiticas.

5.8 Mecanismo de internalizacdo das NPs

Para a analise da internalizac&o e das vias endociticas utilizadas pelas células,
inibimos seletivamente as principais vias endociticas, a saber endocitose mediada por
clatrina, caveolina, macropinocitose e raft lipidico. Foram utilizadas NPs previamente
marcadas com rodamina, de forma que pudessem ser visualizadas em imagem de
microscopia confocal.

Para cada inibidor, uma molécula tracadora especifica foi utilizada, também em
doses ja descritas previamente na literatura por EVGENIYA et al, 2021, LIANG et al,
2021, NASAKO et al, 2020, BENCHIMOL, 2020, TYRPAK et al, 2019, HOLOWNIA,
2019, PERISA et al 2016. Estes estudos permitiram estabelecer a concentracéo ideal

dos inibidores, que conseguiu inibir significativamente a via endocitica sem produzir
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nenhuma alteracdo morfolégica ou morte celular nas células. As concentragcfes
testadas para as vias de clatrina, caveolina e raft lipidico confirmaram os dados na
literatura e dispensando a testagem do outro inibidor (para via macropinocitose) cuja
concentracéao foi baseada na literatura.

Prosseguimos, portanto, com a analise individual das vias endociticas, com o
proposito de compreender através de qual ou quais vias as NPs séo internalizadas.
Os resultados podem ser observados na Figura 14, mostrando uma internalizacdo das
NPMp por todas as vias de internalizacdo estudadas, independendo da inibicéo.
Contudo, foi observada uma tendéncia de reducao da internalizacdo, apés a inibicdo
da via de endocitose por clatrina. Por outro lado, as NPMd mostraram uma
internalizacao prevalente por endocitose mediada por clatrina e raft lipdico.

Com base nos resultados obtidos, concluimos que a NPMp ndo apresenta uma
via preferencial entre as testadas, sendo internalizada por multiplos mecanismos. Ja
a NPMd demonstra uma preferéncia clara pelas vias mediadas por clatrina e rafts

lipidicos, indicando um mecanismo de internalizacdo mais seletivo.

Figura 14: Andlise da internalizacdo das nanoparticulas NPMp e NPMd por
microscopia confocal. As imagens mostram a captacdo celular de ambas as
nanoparticulas na auséncia e presenca de inibidores, evidenciando diferencas em

seus mecanismos de internalizacao.
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As diferencas nas carateristicas fisico-quimicas e tamanho das NPs podem
influenciar a via de internalizacéo utilizada pelas células e assim, seu comportamento
bioldgico (WANG et al., 2017).

A literatura sugere gque certas nanoparticulas, como as de poliestireno, tendem
a seguir a via mediada por clatrina independentemente do tamanho. No entanto,
modificacdes na superficie das NPs lipidicas podem direciona-las para a via mediada

por caveolina ou macropinocitose. Isso demonstra a plasticidade dos mecanismos

52



endociticos em resposta as caracteristicas fisico-quimicas especificas de cada tipo de
nanoparticula (WANG et al., 2017).

KAIHANG GUAN et al. demonstraram que, em alguns tipos celulares, como os
neutrofilos, a internalizacdo eficiente de nanoparticulas (NPs) pode ocorrer
independentemente do tipo de NPs utilizada, embora os mecanismos de captacao
possam variar. Contudo, o estudo destaca que um fator crucial nesse processo € a
presenca de plasma no meio, que influencia significativamente a ligacdo das NPs as
células. Esse achado sugere que a composicao da coroa proteica formada ao redor
das NPs pode modular suas interagdes com o0s receptores celulares, afetando
diretamente a via de internalizacéo.

Nossos resultados confirmaram a formacdo dessa coroa proteica, com a
identificacdo de 176 proteinas adsorvidas na superficie das NPs apds contato com o
meio de cultura DMEM suplementado com soro fetal bovino. Além disso, observamos
um perfil distinto de adsorcao proteica entre as NPMp e as NPMd.

A composicao da superficie das NPs desempenha um papel fundamental na
escolha da via endocitica utilizada pelas células. NPs baseadas em albumina, como
aquelas compostas por albumina sérica humana (HSA) ou albumina sérica bovina
(BSA), podem apresentar carga positiva ou negativa, dependendo da modificacao
quimica ou da natureza do farmaco encapsulado. Estudos indicam que essas NPs
adsorvidas com albumina sdo preferencialmente internalizadas por endocitose
mediada por clatrina (GARANINA A et al.,, 2024). Esse dado corrobora nossos
achados, visto que as NPMd apresentaram uma clara preferéncia pela via de
internalizacdo mediada por clatrina. Além disso, nossa analise protedmica revelou
uma maior abundancia de albumina na superficie das NPMd, reforcando a relacéo
entre a composicao proteica das NPs e a via predominante de captacédo celular.

No caso das nanoparticulas de 6xido de ferro (IONPs) puras, a endocitose
mediada por caveolina é amplamente relatada como a principal via de entrada.
Contudo, modifica¢des na superficie dessas NPs podem alterar seu comportamento.
Por exemplo, a funcionalizagdo com dimercaptosuccinato pode redirecionar sua
internalizacdo para a via mediada por clatrina ou até para macropinocitose,
dependendo do tipo celular analisado (LIU Q et al., 2019). Esses achados reforcam a
importancia da caracterizacdo detalhada da superficie das NPs no desenvolvimento
de sistemas terapéuticos, uma vez que a via de internalizacdo pode impactar

diretamente a biodistribuicdo e a eficacia terapéutica.
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Estudos adicionais revelaram que agregados menores de SPIONs
(superparamagnetic iron oxide nanoparticles) foram observados préoximos a regides
da membrana celular revestidas de clatrina. Vesiculas de clatrina contendo pequenos
agregados de SPIONs (menores que 200 nm) foram identificadas no citoplasma,
proximas a membrana. Por outro lado, agregados maiores foram localizados na
periferia celular, frequentemente engolfados por extensdes da membrana, sugerindo
um processo de captacdo macropinocitica. Outros estudos também propuseram a
macropinocitose como um mecanismo relevante para a internalizacdo de
nanoparticulas de 6xido de ferro catidnicas, além de outras nanoparticulas. De fato,
as nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnéticas foram internalizadas por um
processo dependente de energia e localizadas em endossomos, demonstrando que a
escolha entre macropinocitose e endocitose mediada por clatrina depende do
tamanho dos agregados (CALERO M et al., 2015).

A endocitose mediada por clatrina € um dos principais mecanismos de
internalizacdo de nanoparticulas. No entanto, seu processo regulador ainda ndo esta
completamente elucidado. Um estudo recente observou que a proteina adaptadora
HIP-55 regula essa via de endocitose, evidenciando o papel das proteinas na
modulacdo dos mecanismos de captacédo celular (KAIHANG GUAN et al., 2023).

Para esclarecer as vias de transporte dessas nanoparticulas, estudos de
inibicdo farmacoldgica e knock-down de genes demonstraram que os GCPN
(complexos de nanoparticulas de glicoproteinas) foram predominantemente
internalizados por endocitose mediada por balsas lipidicas ndo caveolares. A analise
protedmica desses estudos permitiu explorar os mecanismos de transporte com maior
profundidade, identificando 561 proteinas. O estudo revelou que diversas vias
estavam reguladas positivamente e poderiam atuar em conjunto para facilitar a
internalizacao, fato este que corrobora com nossos resultados de internalizacdo de
NPMp. Entre as proteinas altamente expressas, a proteina 2 de mielina e linfocitos
(MAL2) foi selecionada e confirmada como colocalizada com os GCPN, reforgcando o
envolvimento das balsas lipidicas nesse processo (FEIYANG DENG, 2022). Esses
achados corroboram nossos resultados, pois as NPMd, que apresentaram maior
adsorcdo de proteinas em comparacdo com as NPMp, também exibiram
glicoproteinas na superficie. Além disso, as NPMd demonstraram um perfil de

internalizacado mais elevada por meio da via mediada por balsas lipidicas.
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Outro fator relevante é o destino intracelular das nanoparticulas apos a
internalizacdo. As proteinas adsorvidas na superficie das NPs podem ser retidas até
sua degradacdo nos lisossomos, destacando a necessidade de compreender néo
apenas a captacdo, mas também a trajetoria intracelular das particulas (BERTOLI et
al., 2016). Apoés a endocitose, as NPs podem ser transportadas para os endossomos
e, posteriormente, para os lisossomos, onde ocorre sua degradacao. No entanto, parte
das proteinas associadas a superficie das NPs pode ser reciclada de volta para a
membrana plasmatica, participando da renovacdo da membrana celular ou
influenciando novos eventos de internalizacdo. Além disso, as NPs podem ser
recirculadas para 0 meio extracelular via exocitose, um mecanismo que ndo apenas
regula sua eliminacdo, mas também pode modular a resposta celular. A exocitose
pode ocorrer por meio de vesiculas que transportam as NPs dos endossomos para a
membrana plasmatica, impactando diretamente sua biodistribuicdo e eficacia
terapéutica. Dependendo da natureza da nanoparticula e do tipo celular, diferentes
rotas de exocitose podem ser seguidas, influenciando a interacdo das NPs com o
microambiente e potencialmente modulando mecanismos de resisténcia celular.

Nossos dados ndao apenas corroboram estudos prévios da literatura, mas
também ampliam o entendimento sobre a relacdo entre a composicdo da coroa
proteica e a via de captacao celular. Essa compreensédo é essencial para o design
racional de nanoparticulas, permitindo a otimizacdo de sua entrega intracelular e a

maximizagédo de seus efeitos terapéuticos.

5.9 Efeito da hipertermia magnética ap6s aplicacdo do campo magnético
alternado em células 3D: potencial terapéutico para osteossarcoma

Uma vez confirmada a capacidade de internalizac@o das nanoparticulas (NPMp
e NPMd) nos esferoides tumorais de SAOS-2 e a auséncia de citotoxicidade apos o
contato com as particulas, estes foram submetidos a aplicagdo de campo magnético
alternado em cinco ciclos de 10 minutos cada (conforme detalhado na sec¢éao 4.3.4).
Para avaliar os possiveis efeitos da aplicacdo do campo magnético sobre o0s
esferdides, foram obtidas imagens representativas dos esferdides marcados com

corante nuclear (Figura 15).
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Figura 15: Efeito da exposi¢cdo cumulativa do campo magnético aos esferoides.
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Os resultados demonstraram uma reduc¢do no tamanho dos esferoides a partir
do terceiro ciclo cumulativo de exposi¢cdo ao campo magnético, no primeiro dia, para
ambas as nanoparticulas testadas (Figura 15). Além disso, conforme demonstrado
pela andlise quantitativa da area dos esferoides (Figura 16), medida por meio do
software ImageJ, o tamanho do esferoide € reduzido de forma diretamente
proporcional aos ciclos de campos aplicados, ap6s o contato com ambas as NPs,
mostrando uma diferenca significativa comparado com o controle (exposto apenas a
campo magneético, sem NPs) apds quatro ciclos cumulativos, sendo os trés primeiros

no primeiro dia e o Ultimo apds um descanso de 24 horas (T5).

Figura 16: Analise da area de elipse dos esferéides apds aplicacdo do campo
magnético.
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Além disso, inicialmente (T3), os esferoides expostos a NPMp apresentaram
uma maior taxa de redugdo em comparacao aqueles tratados com NPMd. No entanto,
essa diferenca tornou-se gradualmente menos pronunciada, desaparecendo nos

tempos subsequentes (Figura 16).

O uso de modelos tridimensionais de esferoides para investigar os efeitos

cumulativos do campo magnético apds o contato com as nanoparticulas terapéuticas
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tem se tornado cada vez mais relevante na pesquisa contra o cancer. Esses modelos
nao apenas reproduzem de forma mais realista a complexidade do microambiente
tumoral, mas também fornecem dados mais previsiveis sobre a eficacia dos
tratamentos em sistemas in vivo.

Por exemplo, de acordo com BRUNIGK et al. (2020), os esferoides apresentam
menor sensibilidade ao calor em comparacéo as células cultivadas em monocamada.
A literatura demonstra que modelos tridimensionais respondem de maneira distinta a
terapias como radiacao e hipertermia magnética, efeitos que ndo sao observados em
culturas bidimensionais. Esses achados sugerem que a hipertermia magnética pode
afetar as células independentemente de seu estado proliferativo, enquanto a radiacdo
tem maior impacto sobre células em divisdo ativa. Dessa forma, o uso de esferoides
tumorais para avaliar a hipertermia magnética se destaca como uma estratégia
essencial para compreender melhor os mecanismos de resposta celular e otimizar
abordagens terapéuticas mais eficazes no combate ao cancer.

Nosso estudo demonstrou uma redugéo no tamanho dos esferoides expostos
ao campo magnético apods a internalizacdo das NPMp e NPMd. Essa reducdo pode
estar associada tanto a efeitos térmicos da hipertermia magnética quanto a forcas
mecanicas decorrentes do movimento browniano das nanoparticulas (MAMANI et al.,
2021). Esse deslocamento aleatorio, intensificado pela aplicacdo do campo
magneético, pode influenciar a organizacdo celular e a integridade estrutural dos
esferoides, contribuindo para a reducao de tamanho observada.

Estudos anteriores do nosso grupo e dados da literatura (STOCKE et al., 2018;
MARTINS et al., 2023) também relataram a reducao do tamanho dos esferoides apo6s
o contato com NPMp e quatro aplicac6es do campo magnético, sugerindo um possivel
efeito cumulativo dessa exposi¢cado. Nossos resultados corroboram essa observagéao,
evidenciando uma reducéo mais expressiva no ciclo T5 para ambas as particulas. Isso
sugere que tanto o estimulo magnético sucessivo quanto a dopagem das NPMd
contribuem para esse fenbmeno. Esse efeito cumulativo pode estar relacionado ao
aumento progressivo da dissipacao de calor gerada pelas nanoparticulas, impactando
diretamente a viabilidade celular e a estrutura dos esferoides.

Observamos, contudo, uma tendéncia de reducdo mais acentuada nos
esferoides expostos a NPMp em comparagédo aos expostos a NPMd nos primeiros
ciclos. Esse comportamento pode ser atribuido a dopagem das NPMd com zinco,

cobalto e cromo, que confere a essas nanoparticulas um mecanismo de
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autorregulacéo térmica. Isso sugere que, nos primeiros ciclos, a reducéo de tamanho
dos esferoides expostos a NPMd esteja mais associada ao mecanismo de hipertermia
e menos ao efeito mecanico das nanoparticulas. Entretanto, essa diferenca
desaparece com o efeito cumulativo, sugerindo que o efeito de acdo mecanica
compensa as diferencas de liberacdo de calor pelas particulas ap6s 5 ciclos de
aplicacéo de campo magnético alternado.

Esse comportamento pode estar relacionado a morfologia cubica das NPMd,
que facilita a internalizacao celular devido a sua geometria angular e menor tamanho.
Além disso, a maior quantidade de proteinas adsorvidas na superficie das NPMd pode
favorecer a formacdo de uma coroa proteica, promovendo a endocitose e
intensificando o0s danos celulares induzidos pelo campo magnético. Essas
caracteristicas tornam as NPMd uma estratégia promissora para aplicacbes
terapéuticas direcionadas a células tumorais. Sua capacidade de manter a
temperatura autorregulada reduz o risco de danos as células saudaveis, afetando
seletivamente as células cancerosas, que possuem menor capacidade de
termorregulacéo e sdo mais sensiveis a variacdes térmicas.

No entanto, para otimizar essa abordagem terapéutica, sdo necessarios
estudos adicionais para diferenciar os efeitos do campo magnético cumulativo, do
impacto da dopagem e das interacdes fisico-quimicas da dopagem no material.

No contexto da hipertermia magnética terapéutica, também é crucial determinar
a quantidade ideal de nanoparticulas necessarias para obter o efeito terapéutico
desejado, minimizando potenciais efeitos adversos. Este estudo sugere que ciclos
repetidos de aplicagdo do campo magnético podem potencializar os efeitos
terapéuticos sem a necessidade de novas exposi¢des as nanoparticulas, o que pode
aumentar a segurancga do tratamento (BEOLA et al., 2018).

Além disso, a via de administragdo das nanoparticulas desempenha um papel
fundamental na eficacia do tratamento. Existem diferentes formas de aplicacéo, cada
uma com vantagens especificas dependendo do alvo terapéutico e da estratégia
desejada. A administracdo intravenosa é amplamente utilizada em terapias
oncologicas e em diagnosticos por imagem, como ressonancia magnetica, permitindo
a distribuicdo das nanoparticulas pela circulacdo sanguinea. Ja a administracao local
(intratumoral) garante maior concentragdo de nanoparticulas no tecido-alvo,
aumentando a eficcia terapéutica e minimizando efeitos colaterais sistémicos uma

abordagem particularmente vantajosa para a hipertermia magnética localizada.
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A administragdo por inalacdo surge como uma alternativa interessante,
especialmente para tumores pulmonares ou doencas respiratérias, proporcionando
uma entrega direcionada e limitando a distribuicéo sistémica. Embora a administracéao
oral seja menos comum para nanoparticulas magnéticas, ela pode ser explorada para
a liberacdo controlada de farmacos em condigBes gastrointestinais especificas
(PEREZ-POTTI et al., 2023).

Além disso, a aplicacdo do campo magnético em esferoides contendo
nanoparticulas pode influenciar a morfologia das proprias particulas, reforcando o
potencial dessa abordagem para estratégias terapéuticas no tratamento do cancer
(SILVA et al., 2011). Um estudo conduzido por (DUDECK et al., 2006) sobre a infusao
arterial local de particulas de 6xido de ferro superparamagnético (SPIO) em pacientes
com carcinoma hepatocelular demonstrou seu potencial na reducéo tumoral por meio
da quimioembolizacdo. Os resultados indicaram que essa abordagem néo apenas
reduz significativamente o tamanho do tumor, mas também diminui a intensidade do
sinal intratumoral em sequéncias de ressonancia magnética. Esses achados
ressaltam a eficacia da administracdo seletiva, destacando seu papel promissor em
terapias direcionadas ao cancer.

Por fim, a aplicagdo de nanoparticulas multifuncionais, que atuam
simultaneamente como agentes de diagnostico e tratamento, apresenta grande
potencial. Essa abordagem nédo s6 reduz a necessidade de multiplas intervencdes
meédicas, mas também pode otimizar os resultados terapéuticos e melhorar a
qualidade de vida dos pacientes.

No caso especifico do osteossarcoma, uma estratégia baseada na injecéo local
de NPs pode proporcionar maior concentracdo das nanoparticulas no tecido 6sseo
afetado, maximizando os efeitos terapéuticos da hipertermia magnética e minimizando
danos aos tecidos saudaveis circundantes. Essa abordagem pode ser particularmente
vantajosa devido a natureza agressiva e a localizacdo anatdbmica do osteossarcoma,
permitindo um controle mais preciso da progressao tumoral e, potencialmente,
reduzindo a necessidade de tratamentos sistémicos mais invasivos (BEOLA et al.,
2020).

5.10 Anélise microestrutural dos esferdéides de osteossarcoma por microCT

apés o tratamento com hipertermia magnética
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Devido as suas propriedades fisico-quimicas, como alta densidade eletronica,
cristalinidade e comportamento magnético, as nanoparticulas de oxido de ferro atuam
como agentes de contraste eficientes para analises por tomografia. Em contrapartida,
a microscopia confocal ndo permite a visualizacédo direta das nanoparticulas (NPs) e
sua distribuicdo dentro dos esferdides, a menos que estas estejam funcionalizadas
com marcadores fluorescentes. Estudos anteriores do grupo aprimoraram o uso da
técnica de emblocamento para analise de microscopia eletrénica de transmisséo dos
esferdides para aumentar o contraste das estruturas bioldgicas, tornando o esferoide
visivel na microCT. Dessa forma, os esferdides tratados com NPMp e NPMd foram
submetidos a microtomografia computadorizada (microCT), permitindo o estudo
morfolégico dos esferdides com uma técnica ndo destrutiva e de alta resolucéo,
possibilitando a obtencdo de dados tridimensionais detalhados e comprovando o
potencial diagnéstico de ambas as particulas.

Cortes centrais (em XY, XZ e YZ) foram processados matematicamente (Figura

17A) e foi realizada uma reconstrucdo em 3D dos esferoides (Figura 17B).

Figura 17: (A) Cortes centrais dos esferoides (XY, XZ, YZ) mostrando a distribuicdo
das nanoparticulas. (B) Reconstrucédo 3D evidenciando a distribuicdo das NPMp ao
longo dos ciclos de campo magnético, enquanto as NPMd mantém uma distribuicéo
homogénea.
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As andlises mostraram que as particulas magnéticas puras mudam de
distribuicdo com o aumento dos ciclos de campo aplicados, passando a ter uma
distribuicdo mais dispersa, uniforme e com aglomerados menores em T5 comparado
com T1 (Figura 17 B). Contudo, o0 mesmo comportamento ndo € observado nas NPMd
que mostram o mesmo comportamento, com poucos aglomerados distribuidos ao
longo do inteiro volume dos esferdides, mesmo com poucos ciclos de campo
aplicados.

Os resultados obtidos por microCT evidenciam diferengas relevantes na
distribuicdo das nanoparticulas dentro dos esferoides apds poucos ciclos de aplicacédo
de campo magnético, revelando padrdes distintos entre as particulas magnéticas
puras (NPMp) e as dopadas (NPMd). A redistribuicdo das NPMp ao longo dos ciclos
de aplicacdo do campo magnético sugere que o efeito cumulativo do campo influencia
a dinamica das particulas dentro do esferoide. A transicdo de uma distribuicdo
heterogénea inicial, com aglomerados maiores, para uma distribuicdo mais
homogénea em T5 indica que o campo magnético pode estar promovendo a
movimentacao das particulas, possivelmente por mecanismos de rearranjo induzido
pelo movimento browniano sob influéncia do campo externo (MAMANI et al., 2021).
Esse efeito pode ter implicacbes diretas na eficiéncia terapéutica da hipertermia
magnética, uma vez que uma distribuicdo mais uniforme das nanoparticulas dentro do

tecido tumoral poderia resultar em um aquecimento mais homogéneo e,
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consequentemente, em um efeito terapéutico mais eficaz. Por outro lado, as NPMd
apresentaram um comportamento distinto, mantendo uma distribuicdo homogénea ao
longo dos ciclos, sem a formacao de grandes aglomerados. Esse resultado pode estar
relacionado a modificacdo estrutural promovida pela dopagem, que pode influenciar a
interacdo entre as nanoparticulas e a matriz extracelular dos esferoides. A menor
tendéncia a formacdo de aglomerados pode estar associada a propriedades de
superficie modificadas, como alteracbes na carga superficial e na afinidade com
biomoléculas, resultando em uma dispersdo mais estavel dentro do sistema
tridimensional. Além disso, a presenca de elementos dopantes promoveu a reducéo
da magnetizacdo das particulas (como observado nas curvas de magnetizacdo na
Figura 6), podendo ter limitado espacialmente sua resposta ao campo magnético
externo e restringindo sua redistribuicdo ao longo dos ciclos aplicados (MAMANI et
al., 2021).

A analise quantitativa da fracdo volumétrica ocupada pelas nanoparticulas
dentro dos esferoides fornecera informacdes adicionais sobre a eficacia da
internalizacao e a interacdo dessas particulas com o microambiente tumoral. Estudos
prévios indicam que a distribuicAo das nanoparticulas dentro de tecidos
tridimensionais pode ser influenciada por diversos fatores, incluindo a permeabilidade
do esferoide, o tamanho e a funcionalizagédo das particulas e até mesmo a presenca
de gradientes metabdlicos que afetam a difusdo dos nanomateriais no interior da
estrutura celular (KIEVIT et al., 2011; CHOU et al., 2022).

Outro ponto relevante a ser considerado € o impacto dessa distribuicdo na
resposta biolégica dos esferoides. Uma distribuicdo mais homogénea das
nanoparticulas pode favorecer uma interacao mais eficiente com as células tumorais,
aumentando a eficicia da terapia baseada em hipertermia magnética. Além disso,
uma menor tendéncia a formacéo de aglomerados pode minimizar efeitos colaterais
indesejados, como a inducdo de hipoxia localizada ou o comprometimento do
transporte de nutrientes e oxigénio dentro dos esferoides (SCHMITZ C., 2021).

Dessa forma, os achados reforcam a importancia da caracterizagéo estrutural
das nanoparticulas e do microambiente tumoral para otimizar estratégias terapéuticas
baseadas no uso de nanomateriais magnéticos. Estudos futuros devem focar na
correlacdo entre a distribuicdo das particulas e a resposta celular ao tratamento, além

de investigar possiveis mecanismos biofisicos que regem essa interacao.
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Os dados de microCT ndo apenas confirmam o potencial diagnéstico das
nanoparticulas estudadas, mas também sugerem que a modulacdo da distribuicéo
das particulas pode ser um fator critico para a otimizacdo da terapia baseada em

hipertermia magnética.

5.11 Internalizagdo e distribuicdo de NPs em esferdides: analise morfologica
ultraestrutural por (MET)

Para avaliar a morfologia e a ultraestrutura celular em alta resolucdo apos a
contato das nanoparticulas magnéticas com os esferoides e sucessiva exposi¢ao ao
campo magnético alternado, utilizamos a microscopia eletrbnica de transmissao
(MET). Esta técnica permite a visualizacdo detalhada de alteracbes em organelas,
membranas, interacfes celulares e processos como autofagia, apoptose e endocitose.
As analises foram conduzidas nos dois extremos do experimento, nos ciclos T1 e T5
de ambas as amostras, NPMp e NPMd (Figura 18 e 19).

Em contraste, no grupo controle, as células permaneceram integras, sem sinais
de danos estruturais, as micrografias gravadas apés o ciclo inicial (T1), confirmam a
internalizacdo de ambas as nanoparticulas no ambiente intracelular e as possiveis
implicacBes de cada uma nos processos celulares. Nas células tratadas com NPMp,
observamos desgaste celular, particularmente alteragbes mitocondriais (B), presenca
de vesiculas endociticas e modificac6es no citoplasma (A). J& naquelas expostas as
NPMd, identificamos vesiculas contendo nanoparticulas, altera¢cdes mitocondriais (C)

além de formacao de autofagossomas (D), (Figura 18).

Figura 18: Analise por microscopia eletrbnica de transmissao (MET) demonstrando
as alteracbes morfolégicas induzidas pela hipertermia magnética nos esferoides
tumorais tratados com nanoparticulas magnéticas.Imagem representativa do ciclo T1,
evidenciando a internalizagdo das nanoparticulas no ambiente intracelular, com
presenca de vesiculas endociticas (A), alteracdes mitocondriais (B), (C) e formacao
de autofagossomas (D).
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Apds a exposicdo ao campo magnético cumulativo (sem intermediacdo das
NPs, T5) no grupo controle, a ultraestrutura celular permanece integra, com danos
estrurais minimos observados nos esfeoides, podendo estes estar relacionados ao
estresse da manipulacdo ou a exposicdo ao campo magnético ao longo do
experimento. No entanto, nos esferoides tratados com NPMp e expostos ao efeito
cumumlativo do campo magnético (T5), identificamos a formacdo de corpos
multivesiculares (B), alteragBes estruturais significativas e destruicdo do citoplasma

(A), (Figura 19).
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Figura 19: Analise por microscopia eletronica de transmissdo (MET) demonstrando
as alteracdes morfologicas induzidas pela hipertermia magnética nos esferoides
tumorais tratados com nanoparticulas magnéticas. Imagem representativa do ciclo T5,
mostrando intensificacdo dos danos celulares, com destruicdo do citoplasma (A),
acumulo de corpos multivesiculares (B), fragmentacédo nuclear (C) e autofagossoma
(D), indicando morte celular avancada.

TS5

Por fim, no ciclo T5, ambas as amostras apresentaram sinais claros de morte

celular, incluindo fragmentacéo nuclear (C) e danos irreversiveis, mesmo apés um
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periodo de 24 horas para recuperacdo. Comparando os tratamentos induzidos pelas
diferentes nanoparticulas magnéticas, as células expostas as NPMd apresentaram,
no ciclo T5, um grau mais acentuado de degradacédo celular em relacéo as tratadas
com NPMp. Esse fato, associado ao perfil de diminuicdo de tamanho tumoral
dependente do ciclo de campo aplicado (Figura 16), sugere que as NPMp apresentam
como mecanismo terapéutico predominante a liberacdo de calor, dada a reducéao
pronunciada do esferoide ap0s a primeira aplicacdo de campo. Em contrapartida, as
NPMd parecem nado apresentar a liberacdo de calor como mecanismo principal, pois
a reducdo de tamanho do esferoide neste caso é mais linear. No entanto, os efeitos
cumulativos de aplicagbes sucessivas de campo aos sistemas contendo NPMd séo
compensadas apoés cinco ciclos de aplicacdo de campo (T5), resultando em mesma
dimensdo final dos esferoides expostos a ambas nanoparticulas. No caso do
tratamento com a NPMd, o efeito terapéutico pode estar associado ao movimento
Browniano das NPMd (C L VALENTE-RODRIGUES et al., 2023), facilitado pelo menor
tamanho de aglomerado, que, ao longo dos ciclos de tratamento, potencializa a
interacdo com as estruturas celulares, induzindo uma morte por acdo mecanica.

Uma outra hipotese € que a liberacéo de calor induzido pelo campo magnético
pode favorecer a liberacéo de ions provenientes da dopagem das NPMd, como Zn, Cr
e Co. Esses ions podem influenciar o dano celular por meio de mecanismos
adicionais, incluindo toxicidade i6nica local e/ou induzindo a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), contribuindo assim para a degradacéo celular observada
(C L VALENTE-RODRIGUES et al., 2023).

Além disso, observamos um efeito tempo dependente das NPMp, que se
mostram dispersas mais uniformemente pelo citoplasma, observado na (figura 18) e
confirmando as analises de microCT. Ja nos esferoides tratados com NPMd,
verificamos a presenca de autofagossomas, citoplasma completamente degradado e
fragmentacao nuclear. Isso sugere que no caso das NPMp os efeitos possam ser
gerados principalmente pelo movimento browniano e amplificado pela hipertermia.
Diferente das NPMp, as NPMd permaneceram concentradas em locais especificos da
célula, indicando que os danos observados foram diretamente causados
principalmente pela hipertermia, sem a mesma dispersao observada nas NPMp (figura
19).

Estudos prévios indicam que a hipertermia magnética pode desencadear

diferentes tipos de morte celular nos tumores, incluindo apoptose, necrose e autofagia,
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ocorrendo de forma simultdnea ou sequencial, dependendo das condicoes
experimentais e das caracteristicas das nanoparticulas utilizadas (STOCKE NA et al.,
2018). Aléem disso, a resposta celular a hipertermia magnética parece estar
diretamente relacionada ao grau de dispersdo e ao tamanho dos agregados de
nanoparticulas. Nanoparticulas superparamagnéticas de éxido de ferro (SPIO) bem
dispersas demonstraram induzir apoptose, um efeito semelhante ao observado na
hipertermia convencional, que corrabora com 0s nossos resultados. Por outro lado,
agregados de tamanho nanométrico promovem autofagia dependente da
temperatura, possivelmente mediada pelo aumento na producéo de espécies reativas
de oxigénio (ROS). J4 os agregados de tamanho micrométrico causam danos rapidos
a membrana celular, levando a morte celular aguda in vitro, e, quando aplicados in
vivo, mostraram-se altamente eficazes na inibichio do crescimento tumoral
(SADHUKHA T et al., 2014). Esses achados reforgam a importancia do controle da
dispersédo e do tamanho das nanoparticulas na modulagéo dos efeitos bioldgicos da
hipertermia magnética. Enquanto particulas bem dispersas tendem a promover uma
resposta apoptoética mais controlada, agregados maiores ou de menor estabilidade
podem desencadear mecanismos mais agressivos, como necrose e autofagia
excessiva, impactando diretamente a viabilidade celular e a progressao tumoral.
Dessa forma, compreender a relacdo entre a estrutura das nanoparticulas, suas
interacbes com o microambiente tumoral e os mecanismos celulares ativados é
essencial para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficientes e
seletivas no combate ao cancer.

Estudos na literatura demonstraram que a hipertermia magnética nao apenas
impacta a viabilidade celular, mas também promove alteracBes estruturais
significativas no microambiente tumoral, corroborando com nossos achados.
KOLOSNJAJ-TABI et al. observam uma redistribuicdo estrutural das fibras de
colageno e dos nanocubos, indicando um afrouxamento da matriz extracelular em
cancer de figado, apés o primeiro ciclo de hipertermia. Essa modificacdo € um fator
crucial, pois pode facilitar a penetragcdo das nanoparticulas no tecido tumoral,
aumentando a eficiéncia da terapia (KOLOSNJAJ-TABI et al., 2014). ApoOs o
tratamento térmico, verificou-se também que tanto as fibras de colageno quanto as
nanoparticulas, que anteriormente colocalizavam de maneira compacta em tumores
nao aguecidos, passaram a se difundir e afrouxar. Além disso, observou-se que 0s

nanocubos penetraram mais profundamente no nucleo do tumor rico em células,

68



enquanto as fibras de colageno na matriz extracelular se tornaram mais soltas. Essa
reestruturacdo pode estar associada a alteracdes na conformacgdo das proteinas da
matriz extracelular induzidas pelo calor, resultando em maior permeabilidade do tecido
tumoral. Adicionalmente, a hipertermia magnética levou a formacédo de extensas
areas necréticas, com células apoptoticas e necroticas localizadas na vizinhanca das
nanoparticulas, sugerindo que o aquecimento induzido pelas NPs pode atuar
diretamente na destruicdo das células tumorais e na promocdo da morte celular
programada (KOLOSNJAJ-TABI et al., 2014). Dessa forma, esses achados indicam
que a combinacgdo da hipertermia magnética com modificagBes na matriz extracelular
pode potencializar a eficacia dessa abordagem terapéutica. O afrouxamento da matriz
tumoral facilita a penetracdo das NPs, enquanto o aumento localizado da temperatura
intensifica o estresse celular, promovendo a morte seletiva das células cancerosas.
Portanto, nossos achados destacam o potencial da hipertermia magnética nao
apenas como uma estratégia eficaz na inducao da morte celular, mas também como
um modulador do microambiente tumoral, favorecendo a penetracdo de farmacos e
ampliando as possibilidades terapéuticas. No entanto, para a plena aplicacéo clinica
dessa abordagem, é essencial aprofundar a compreensao sobre os efeitos bioldgicos
das nanoparticulas, levando em consideracdo suas propriedades fisico-quimicas,
grau de agregacéo e interagdes com o tecido tumoral. Estudos futuros devem focar
na otimizacdo dos parametros de tratamento, incluindo dosagem, tempo de exposi¢ao
e frequéncia do campo magnético, a fim de maximizar os efeitos terapéuticos e
minimizar possiveis danos colaterais. Além disso, investigar a influéncia dessas
alteracdes na progressao tumoral e na resposta imune pode fornecer insights valiosos
para o desenvolvimento de terapias mais seletivas e eficientes. Assim, a hipertermia
magnética se apresenta como uma ferramenta promissora na oncologia, com

potencial para revolucionar as abordagens terapéuticas no combate ao cancer.

6 CONCLUSAO

Nesse estudo investigamos a influéncia das propriedades fisico-quimicas das
nanoparticulas magnéticas (NPs) sobre sua aplicagcdo na hipertermia magnética e

seus efeitos na viabilidade celular. As principais conclusfes deste estudo destacam:
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e Caracterizacdo estrutural e estabilidade térmica: foi confirmada a fase
cristalinadas NPs. As NPMp apresentaram morfologia esférica, enquanto as
NPMd exibiram estrutura cubica. As NPMd demonstraram autorregulacéo
térmica, mantendo-se estaveis a 42°C.

¢ Interacdo com o meio bioldgico: A presenca de proteinas na superficie das NPs
apés o contato com meio biolégico foi confirmada por FTIR, evidenciada pela
presenca de grupos amida, e por analise de potencial Z pela redugédo do
potencial de superficie e aumento do diametro hidrodinamico. Analises
protedmicas revelaram diferencas na composicdo da coroa proteica entre os
nanossistemas.

¢ Internalizacdo celular: As NPMd foram preferencialmente internalizadas por
endocitose mediada por clatrina e raft lipidico, enquanto as NPMp néo exibiram
uma via predominante de internalizag&o.

e Efeito na viabilidade celular: As NPs apresentaram baixa citotoxicidade em
condicBes normais. No entanto, ap0s o contato com as NPs e subsequente
exposicdo ao campo magnético alternado, foi observada uma reducéo
significativa do volume tumoral em esferoides 3D, com uma resposta
dependente do numero de ciclos aplicados. As NPMp induziram uma reducéo
mais rapida com um menor numero de aplicacbes, enquanto as NPMd
demonstraram um efeito cumulativo ao longo dos ciclos, compensando esta
diferenca no T5.

e Distribuicdo e andlise tridimensional: A microtomografia computadorizada
confirmou a internalizacdo e distribuicdo das NPs nos esferoides tumorais,
destacando seu potencial multifuncional para terapia e diagnéstico por imagem.

e Impacto celular e mecanismos de dano: A exposi¢cao aos campos magnéticos
alternados induziu alteracbes celulares irreversiveis, incluindo desgaste
celular, disfungcdo mitocondrial, formacdo de corpos multivesiculares e
destruicdo do citoplasma, com a composicdo das NPs sendo um fator

determinante na resposta terapéutica.

7 PERSPECTIVAS
Este estudo abre caminhos para aprimorar a compreensao das interagdes entre

as nanoparticulas magnéticas (NPs) e as células tumorais, além de otimizar sua
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aplicacao terapéutica no tratamento do cancer. Entre as principais dire¢cdes para o

avanco da pesquisa, destacam-se:

e Aprofundamento na andlise da distribuicdo das NPs em esferoides tumorais, com
quantificacdo do volume ocupado pelas particulas, para compreender melhor sua
interagdo com o ambiente tumoral.

¢ Investigacdo do impacto da possivel liberag&o i6nica e/ou de estresse oxidativo na
geracédo de dano celular.

e Realizacdo de um estudo correlativo do envolvimento das proteinas adsorvidas na
superficie das NPs na internalizacao e no destino intracelular das particulas.

e Realizacdo de estudos in vivo e organ-on-chip para avaliar o efeito com modelos
mais complexos que reproduzem o ambiente tumoral.

Esses avancos visam consolidar a aplicagéo terapéutica das NPs, otimizando
sua utilizacdo em tratamentos multimodais e na liberacdo controlada de

medicamentos, fortalecendo sua viabilidade clinica.
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APENDICE 1 - LISTAGEM DE PROTEINAS ANALISADAS EM ESPECTROMETRIA DE MASSAS.

3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase

Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 2
Adenine phosphoribosyltransferase
Adenosylhomocysteinase
Adiponectin

Albumin

Alpha-1-acid glycoprotein
Alpha-1-antiproteinase
Alpha-1B-glycoprotein
Alpha-2-HS-glycoprotein
Alpha-2-macroglobulin
Alpha-enolase
Alpha-fetoprotein
Angiogenin-1
Apolipoprotein A-I
Apolipoprotein A-lI
Apolipoprotein E

Asporin

ATP synthase subunit alpha,
mitochondrial

Beta-2-microglobulin

Brain ribonuclease

Cadherin-5

Calmodulin

Carboxypeptidase B2
Carboxypeptidase N catalytic chain
Cartilage oligomeric matrix protein
CCHC-type zinc finger nucleic acid
binding protein

CCN family member 2
Chondroadherin

Clusterin

Coactosin-like protein

Coagulation factor IX

Coagulation factor V

Coagulation factor Vi
Coagulation factor X
Coagulation factor XII
Coagulation factor XIII A chain Fragment)
Cofilin-1

Collagen alpha-1(ll) chain
Collectin-43

Complement C3

Complement component C6
Complement component C7
Complement factor B
Complement factor D
Complement factor H

Copper transport protein ATOX1
Dermatopontin

Dihydrodiol dehydrogenase 3
Factor Xlla inhibitor



Fatty acid-binding protein, liver
Fetuin-B

Fibrinogen alpha chain

Fibrinogen gamma-B chain
Fibroleukin

Fibronectin
Fructose-1,6-bisphosphatase 1
Gamma-aminobutyric acid receptor-
associated protein-like 2

Gelsolin

Glutathione S-transferase Al
Glutathione S-transferase A2
Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

GTP cyclohydrolase 1 feedback
regulatory protein

Heat shock 70 kDa protein 1B
Heat shock cognate 71 kDa protein
Heat shock protein HSP 90-alpha
Hemoglobin fetal subunit beta

Hepatocyte growth factor-like protein
Histone H1.2

Histone H4

Insulin-like growth factor |

Insulin-like growth factor Il

Insulin-like growth factor-binding protein 1
Insulin-like growth factor-binding protein 2
Insulin-like growth factor-binding protein 3
Insulin-like growth factor-binding protein 5
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain
H1

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain
H3

Keratin, type | cytoskeletal 10
Kininogen-1

Kininogen-2

LIM and SH3 domain protein 1
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L-lactate dehydrogenase A chain
L-lactate dehydrogenase B chain
Lumican

Matrix Gla protein

Metalloproteinase inhibitor 1
Metalloproteinase inhibitor 2
Metallothionein-2

Metallothionein-I, hippocampal
Monocyte differentiation antigen CD14
Myosin-10
N(G),N(G)-dimethylarginine
dimethylaminohydrolase 1
Nucleobindin-1

Parkinson disease protein 7 homolog
Peptidoglycan recognition protein 1
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A
Peroxiredoxin-1

Peroxiredoxin-2
Phosphatidylethanolamine-binding
protein 1



Hemoglobin subunit beta
Pigment epithelium-derived factor
Plasminogen

Pleiotrophin

Programmed cell death protein 5
Protein disulfide-isomerase
Protein HP-20 homolog
Prothrombin

Radixin

Ras suppressor protein 1
Ras-related protein Rap-1b
Regakine-1

Resistin

Retinol-binding protein 4

Rho GDP-dissociation inhibitor 2
Ribonuclease 4

Secreted phosphoprotein 24
Serotransferrin

Serpin A3-7

Small ubiquitin-related modifier 2
Sorbitol dehydrogenase

Spleen trypsin inhibitor |
Stathmin

Tetranectin

Thrombospondin-1
Thrombospondin-4

Thyroxine-binding globulin

Phosphoglycerate kinase 1

Transgelin-2

Translation machinery-associated protei

Triosephosphate isomerase
Tropomyosin alpha-3 chain

Tubulin alpha-4A chain
Tubulin-specific chaperone A
Vitamin D-binding protein

Vitamin K-dependent protein
(Fragment)

Vitamin K-dependent protein S
Vitamin K-dependent protein Z
Vitrin
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