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RESUMO

A utilizacao dos esferoides, modelos tridimensionais (3D), € um modelo promissor para
o estudo do cancer, tendo em vista a mimetizacdo do comportamento das células in vivo,
assim como possibilita a minimizacdo da utilizacdo de modelos animais. Uma das novas
abordagens estudadas contra o cancer € a hipertermia magnética, que, usando
nanoparticulas (NPs) de oxido de ferro magnéticas promovem a destruicdo das células
cancerosas, por possuirem maior sensibilidade a altas temperaturas. As NPs de Vortex Iron
oxide Particles (VIPs) apresentam um novo formato em nano-anéis, 0s quais geram um
aquecimento superior as NPs esféricas ja existentes. Este projeto tem o objetivo de analisar
o efeito citotoxico das NPs VIPs em modelos celulares 3D de linhagens distintas. As NPs VIPs
de Ferro-magnetita (Fe@Fes;04) foram sintetizadas e caracterizadas com as técnicas de
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Difracdo de Raios X (DRX) para determinar sua
morfologia e fases cristalinas. Os esferoides de HEK293 e SAOS2 foram produzidos em
diferentes numeros celulares (10000, 30000 e 50000 celulas/poco) e a caracterizacao
morfoldgica e volumétrica dos esferoides foram feitas utilizando o software Image J. O niUmero
de células contidos nos esferoides e a citotoxicidade das NPs VIPs (expostas a 24h as
concentracdes de 20, 30, 50, 70, 100 e 500 pg/ml) foram avaliadas com o ensaio de MTT. Os
resultados mostraram que os esferoides de 10000 células/poc¢o apresentam maior viabilidade
e morfologia regular para uma melhor comparacdo apdés o tratamento hipertérmico. Nos
resultados de exposi¢cdo das NPs VIPs em 24 horas ndo houve morte celular significativa nos
esferoides de células HEK293 e SAOS2. Os esferoides de 10000 células/poco apresentaram
melhor viabilidade, assim como, ndo foi observado a morte das células presentes nos
esferoides quando em contato com as diferentes concentracdes de NPs VIPs, 0 que permite
a escolha de uma grande variedade de doses para futuras aplicacbes de hipertermia

magnética.

Palavras-chave: Céncer, esferoides, Hipertermia magnética, nanoparticulas de 6xidos de

ferro e VIPs.



ABSTRACT

The use of spheroids, three-dimensional (3D) models, is a promising model for the
study of cancer, in view of mimicking the behavior of cells in vivo, as well as enabling the
minimization of the use of animal models. One of the new approaches being studied against
cancer is magnetic hyperthermia, which, using magnetic iron oxide nanoparticles (NPs)
promote the destruction of cancer cells, as they are more sensitive to high temperatures.
Vortex Iron oxide Particles (VIPs) NPs feature a new shape in nano-rings, which generate
higher heat than existing spherical NPs. This project aims to analyze the cytotoxic effect of
VIPs NPs in 3D cell models of different lineages. The Ferromagnetite VIP NPs (Fe@Fe304)
were synthesized and characterized with Scanning Electron Microscopy (SEM) and X-Ray
Diffraction (XRD) techniques to determine their morphology and crystalline phases. The
HEK293 and SAOS2 spheroids were produced in different cell numbers (10000, 30000 and
50000 cells/well) and the morphological and volumetric characterization of the spheroids were
performed using Image J software. The number of cells contained in the spheroids and the
cytotoxicity of NPs VIPs (exposed to 24h at concentrations of 20, 30, 50, 70, 100 and 500
png/ml) were evaluated with the MTT assay. The results showed that spheroids of 10,000
cells/well have greater viability and regular morphology for better comparison after
hyperthermic treatment. In the results of exposure of VIPs NPs in 24 hours there was no
significant cell death in HEK293 and SAOS2 cell spheroids. The spheroids of 10,000 cells/well
showed better viability, as well as the death of cells present in the spheroids when in contact
with different concentrations of VIPs NPs was not observed, which allows the choice of a wide

variety of doses for future applications of magnetic hyperthermia.

Keywords: Cancer, spheroids, Magnetic hyperthermia, iron oxide nanoparticles and
VIPs.
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1. INTRODUCAO

1.1 O cancer

O céancer é uma doenca caracterizada por uma divisdo celular anormal que
resulta na proliferacdo exacerbada e desordenada das células, afetando tanto a
bioguimica intracelular quanto a comunica¢do intercelular (HANAHAN and
WEINBERG, 2011; BANOBRE-LOPEZ et al., 2013). As principais caracteristicas que
ajudam na compreensdo da progressdao do microambiente tumorigénico sao
destacadas na: sustentacdo de sinalizacdo proliferativa, evasao de supressores de
crescimento, resisténcia a morte celular, imortalidade replicativa, angiogénese e
ativacdo da invasdo e metastase (Figura 1), assim como, a instabilidade do genoma
e a inflamacéao local (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Figura 1: Principais caracteristicas para o desenvolvimento do microambiente tumoral.
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Adaptada Hanahan and Weinberg, 2011.

O cancer trata-se de uma patologia multifatorial, onde fatores genéticos e
ambientais ajudam a torna-la fortemente resistente aos tratamentos atuais, apesar de
alguns tipos de cancer terem se mostrado mais responsivos ao tratamento quando
diagnosticados em seus estégios iniciais (LIU et al., 2019). Com a resisténcia aos
tratamentos e evolugdo da doenca, o cancer pode levar a migracdo das células

tumorais. Desta forma, ocorre a invasdo e colonizacdo das células mutadas aos



demais tecidos presentes no organismo, através da neovasculariza¢do (formacao de
Novos vasos) que esta bastante presente neste tecido (GIUSTINI et al, 2013; FARZIN
et al, 2019).

Além disso, com a realizacao do tratamento, alguns tumores uma vez tratados
podem apresentar a recorréncia da doenga, que, muitas das vezes, leva a morte do
paciente. Por estas razfes, o cancer é uma doenca que possui uma das maiores taxas
de mortalidade no mundo (IARC, 2018). E estimada em, aproximadamente, 9,6
milhdes de mortes de individuos de ambos os sexos e diferentes idades, dados
obtidos apenas no ano de 2018 com um levantamento de diferentes tipos de céncer
(Figura 2) (IARC, 2018).

Figura 2: Taxa mundial da mortalidade do cancer no ano de 2018.
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Aproximadamente 9,6 milhdes de pessoas morreram com cancer no ano de 2018. Adaptada de IARC,
2018.

Em vista destas caracteristicas, mesmo com as técnicas atuais, ndo existe um
tratamento que seja totalmente eficaz. Ha4 a necessidade de um tratamento especifico
para determinado tumor e que consiga atingir locais de dificil acesso para possiveis
tratamentos como, por exemplo, a glia e 0 osso locais onde se desenvolvem o
glioblastoma e osteossarcoma, respectivamente (ALBERTS et al, 2017; MAHMOUDI
et al., 2018). Contudo, € imprescindivel e de grande urgéncia a inser¢cao de uma nova
abordagem terapéutica a fim de minimizar esses dados melhorando a sobrevida e a

qualidade de vida dos pacientes.



1.2 Comparagédo dos modelos celulares 2D e 3D para o estudo do cancer

Diversos modelos celulares sdo utilizados na pesquisa de novas abordagens
terapéuticas contra o cancer, assim como em outros tipos de doencas. Normalmente
séo utilizadas células em monocamadas ou bidimensionais (2D) que possuem uma
maior facilidade ao manusear (Figura 3A) (OSSEIRAN et al, 2019). Ainda assim néo
apresentam caracteristicas que mimetizam o ambiente e o0 comportamento do tecido
tumoral in vivo. Os cultivos em monocamada séo realizados em cima de um substrato
rigido e artificial onde a adeséo celular € devida a ligacéo das proteinas de membrana
celular com esse substrato. Contudo, a organizacao tecidual original se perde devido
a limitacdo das interacdes entre proteinas celulares. As integrinas e o citoesqueleto
sofrem alteracfes, modificando sua morfologia inicial e alterando a polaridade celular
e as vezes até o metabolismo, fendtipo e gendtipo comparados aos modelos in vivo
(CO et al., 2019).

De forma a tentar superar estas limitacdes foi desenvolvida a cultura de células
tridimensionais (3D), os esferoides, um modelo celular que se comporta com maior
similaridade ao tecido in vivo (Figura 3B) (OSSEIRAN et al, 2019). Um agrupamento
celular derivado de células cancerosas em monocamadas aderentes desenvolvidas
artificialmente. Este modelo permite que as células se organizem e interajam com a
estrutura extracelular circundante em trés dimensdes, ndo sendo cultivadas em uma
Unica camada plana como nas tradicionais culturas de células em monocamada (2D)
(Figura 3A) (CASTIAUX et al., 2019).Desta maneira sdo restabelecidos o0s sinais
bioquimicos celulares e 0 acesso a oxigénio e nutrientes de modo nao uniforme, como
acontece em massas tumorais in vivo. Portanto, os esferoides, que tem o seu centro
menos acessivel ao oxigénio e nutrientes que sua camada externa, formam um
gradiente natural que reproduz o que acontece in vivo (ZANONI et al, 2016; TIETZE
et al, 2019).

Figura 3: Comparacgédo do cultivo de células em bidimensional-2D (A) e tridimensional-3D (B).
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llustracdo da diferenca entre formas de cultivo bidimensional 2D e tridimensional 3D. Em A as células
se posicionam em uma Unica camada, pois sdo cultivadas em placas com um fundo plano. Jaem B, a
placa de cultivo recebe um revestimento de material polimérico e apresenta um fundo com formato em
U, que impede o contato da célula com a placa e intensifica o contato célula-célula apresentando um

formato em esfera. Adaptada de Castiaux et al., 2019.

A formacédo de estruturas de modelos tridimensionais pode depender ou nao
de um suporte estrutural, como hidrogéis (material formado por uma rede de cadeias
poliméricas reticuladas que retém agua) de origem vegetal (alginato, agarose), animal
(Matrigel®, colageno) ou quimica (QGel® Matrix) (CASTIAUX et al., 2019;
BERGENHEIM et al., 2020). Outras estruturas sdo as matrizes inertes, membranas
semelhantes a esponjas feitas de poliestireno que contém poros para as células
proliferarem e crescerem. Quando ndo € presente um suporte estrutural fisico, a
formacao do modelo depende das células se auto agruparem. Para realizacdo desse
agrupamento celular, as placas de cultivo podem ser revestidas com polimero
hidrofilico para impedir que as células adiram na superficie, permitindo que as células
se agrupem e formem sua prépria matriz extracelular (ECM) (ZANONI et al., 2016).
Além disso, as placas podem apresentar superficies modificadas com micropadrédo ou
micropocos que induzem as células a crescer como aglomerados (CASTIAUX et al.,
2019). Da mesma forma que pode ser utilizada a técnica da gota suspensa, onde as
células sdo colocadas em uma gota suspensa em meio, permitindo que estas se

agreguem e formem esferoides no fundo da gota (FLEDDERMANN et al., 2019).

O modelo no qual é aplicado um revestimento com agarose em uma placa com
fundo U facilita a agregacéo celular. Deste modo, revela uma melhor reproducédo do
ambiente tumoral exibindo interacdo célula-célula, presenca de centro hipéxico,
mimetizacdo de penetracdo, resposta e resisténcia a substancias ao tecido, assim
como, producdo/deposicdo de matriz extracelular. O que apresenta ser o modelo

tridimensional (3D) (Figura 3B) mais parecido com o ambiente tumoral presente in
4



vivo. Portanto, este modelo supri a falta de informacdes dos ensaios realizados dos
testes em monocamada realizados in vitro, além de minimizar a utilizacdo de modelos
animais (ZANONI et al, 2016; OSSEIRAN et al, 2019; TIETZE et al, 2019).

1.3 Hipertermia magnética

Na tentativa de desenvolver novas abordagens terapéuticas para o tratamento
do cancer, varias pesquisas tém sido realizadas em busca de métodos a serem
utilizadas tanto como monoterapia quanto em associacao aos demais tratamentos ja
existentes, tais como: quimioterapia, radioterapia e exérese do tumor. Dentre estas
técnicas utilizadas, a hipertermia foi descrita a mais de 5000 anos, sendo aplicada
através de um cautério para o tratamento contra o cancer de mama, que retorna aos
tempos de hoje sendo uma condicéo bastante estudada (NIELSEN et al., 2001). Esta
abordagem se baseia na inducéo de calor para promover o aumento da temperatura
das células e/ou do corpo humano em um determinado periodo de tempo com ou sem
a utilizacdo de NPs (GIUSTINI et al, 2013; FARZIN et al., 2019).

Foi mostrado que as células cancerosas, diferente das células sadias, quando
expostas a altas temperaturas (entre 41 °C e 45 °C) apresentam maior sensibilidade
e sofrem alteracdes que podem inclusive levar a morte, enquanto as células sadias
suportam temperaturas até 47° (GRASSET et al, 2004; FARZIN et al., 2019). O
aumento da temperatura também ajuda na permeabilidade vascular aumentando o
fluxo sanguineo que, consequentemente, melhora a oxigenacao, regressao do tumor

e diminui a formag&o do centro hipoxico tumoral (BEIK et al, 2016).

Em uma comparagdo entre hipertermia tradicional versus hipertermia
magnética, o que ira diferir entre essas duas abordagens é o modo de entrega de
energia que levara ao aumento da temperatura local e, em ambos os casos, o objetivo
sempre sera a destruicao do tecido tumoral. Na hipertermia tradicional, como exemplo
a radioterapia (Figura 4A), o aquecimento € realizado a partir do ambiente externo
para 0 ambiente interno ao tumor, tendo assim a maior fonte de energia entregue na
parte superficial dele. Como resultado, os tecidos sadios (mais externos ao tumor) sao
acometidos com maiores doses de calor para que a dose exata alcance o tecido
tumoral. Esta técnica apresenta baixa seletividade, possiveis efeitos negativos e,

talvez, uma reacéo térmica nao eficiente no local de interesse (BEIK et al, 2016). Em
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contrapartida, na hipertermia magnética (Figura 4B) sdo usadas NPs magnéticas
entregue as células cancerosas, por via oral ou intravenosa (NEHOFF et al., 2014).
Assim, é possivel atingir o tecido tumoral a partir do seu interior. Com a indugdo de
um campo magnético alternado entregando altas taxas de energia, onde as NPs
sofrerdo um processo de reversao (ou seja, a taxa de absorcdo de energia (SAR),
energia estd absorvida pelas NPs, fornece o aumento de temperatura local)
(GALEANO-VILLAR, 2019). As NPs gerardao uma maior entrega de calor dentro do
ambiente tumoral e possivelmente de forma intracelular, devido a internalizagdo das
particulas pelas células (ABU-BAKR et al, 2019). Desta forma, € diminuida a acao

adversa da reacgédo térmica nos tecidos adjacentes (BEIK et al, 2016).

Figura 4: Diferenca entre as formas de hipertermia que proporciona o aquecimento tecidual tumoral.

.
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llustracdo da comparacgdo de tratamentos com hipertermia para destruicdo do tecido tumoral. Em A
mostra um exemplo de hipertermia tradicional ocorrendo um aquecimento de fora para dentro com
maior fonte de aguecimento no tecido circundante ao tecido tumoral. E em B mostra a hipertermia
magnética que utiliza NPs diretamente no tecido tumoral para maior aquecimento, minimizando os

efeitos ao tecido adjacente. Adaptada Beik et al, 2016.

1.4 Nanoparticulas para hipertermia magnética

Um grande avanco na area da biotecnologia € a utilizacdo de NPs ou de
materiais nanoestruturados para o desenvolvimento da técnica de hipertermia. Tais
materiais j& estavam sendo utilizados na terapia contra o cancer como carreadores
para liberacdo de farmacos, melhorando a eficiéncia do tratamento pois evitam a
biotransformagdo dos mesmos (FARZIN et al., 2019). Um exemplo é a



magnetofeccao, técnica que promove a transfec¢do do material genético acoplado as
NPs com a aplicacdo de um campo magnético para conduzir de forma mais eficiente
esse material genético a célula (CEN et al., 2019). Além disso, as NPs magnéticas ja
estdo sendo muito utilizadas para diagnostico do cancer junto a ressonancia
magnética (RM) para melhorar os efeitos de contrastes de T1 diminuindo os sinais de
T2, tendo uma melhora da nitidez das imagens de RM (MORNET et al.,, 2004;
SANCHEZ-CABEZAS et al., 2019).

A hipertermia magnética oferece um sistema de aquecimento que se beneficia
das propriedades das NPs ou dos biomateriais nanoestruturados ferromagnéticas ou
ferrimagnéticas (GALEANO-VILLAR, 2019). A internalizacdo dessas NPs quando
expostas a acdo de um campo magnético alternado permite um aquecimento
controlado concentrando maior parte do calor diretamente nas células tumorais com
o intuito de destrui-las, mantendo as células normais funcionais (ABU-BAKR et al,
2019). A seletividade de destruicdo das células cancerosas é devido ao fato dessas
células apresentarem uma morfologia e organizacéo tecidual diferenciada. A divisédo
dessas células ocorrem de maneira desorganizada e exacerbada, em comparagao as
células sadias, que deixam-nas mais susceptiveis a sua destruicdo (FARZIN et al,
2019). Diante destas caracteristicas, a hipertermia magnética ja vem sendo testada in
vivo contra tumores de dificil alcance como o glioblastoma, constituindo um avanco
muito importante na pesquisa contra o cancer (MAHMOUDI et al, 2018; ADAMIANO
et al., 2019). Por outro lado, a utilizacdo dessa abordagem também ja foi observada
em osteossarcoma, tumores 0sseos que tem um limitado alcance e maiores chances
de metastases (ADAMIANO et al., 2019).

Para a escolha das NPs que serdo utilizadas na hipertermia magnética e suas
propriedades fisico-quimicas ird depender da composi¢cdo do material, tamanho e
forma de apresentacdo. Sobretudo, € necesséario uma afinidade do mesmo com o
tecido, ou seja, a sua biocompatibilidade, assim como a nao toxicidade (ICONARU et
al., 2012; BANOBRE-LOPEZ et al, 2013) Para a aplicacdo do tratamento de
hipertermia magnética os nanomateriais mais utilizados sdo os o6xidos de ferro
magnéticos. A magnetita (FesOs) que dispde de maior facilidade de sintese e
saturacdo compreendendo em maior e mais controlada magnetizacédo ((BARROW et
al., 2018; ABU-BAKR et al, 2019; GALEANO-VILLAR, 2019). E a maghemita (y-
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Fe203), que € uma variedade de Oxido de ferro com maior oxidagdo devido sua
reducdo a partir da magnetita, menor quantidade de ferro e revela uma composicao
quimica igual a hematita (a—Fe203). Esta ultima € mais uma variedade de Oxido de
ferro, poréem forma ndo magnética (BARROW et al., 2018; ABU-BAKR et al, 2019;
GALEANO-VILLAR, 2019). Estes materiais sao considerados compativeis e nao
toxicos ao organismo e para melhorar a especificidade e, consequentemente, a
seletividade das NPs as células cancerosas é possivel funcionaliza-las utilizando
materiais organicos ou inorganicos (BANOBRE-LOPEZ et al, 2013).

As NPs devem se apresentar em nanoescala de 1-100 nm tendo maior
interacdo com o meio bioldgico. Isso porque, quando elas se encontram com um
tamanho abaixo de 50 nm apresentam meia-vida sanguinea maior do que as NPs
acima de 50 nm que sdo faciimente tomadas pelo sistema fagocitario (SANCHEZ-
CABEZAS et al, 2019). Um tamanho ideal para essas NPs deveria permitir a interagao
com as células endoteliais do tecido tumoral, que diferente das células do tecido
normal, apresentam um efeito de permeabilidade e retencdo aumentada (efeito EPR)
gue possibilita a passagem e disposi¢ao uniforme das NPs dentro do tecido tumoral.
Esta vantagem € devido a disposicdo Unica das células presente nos vasos
sanguineos do tecido canceroso. Nesse local as NPs mostram maior seletividade, pois
passam pelas fenestras presentes nesse tecido aumentando sua concentracéo
(Figura 5) (BANOBRE-LOPEZ et al, 2013; NEHOFF et al., 2014). Desta forma é
possivel induzir um aquecimento por todo tecido destruindo uma maior quantidade de

células cancerosas.

Figura 5: Diferenca do efeito de permeabilidade e retencdo sanguinea entre tecido normal e tecido

tumoral.



Tecido normal Tecido tumoral
_—_

»>Jungées celulares funcionais »Afrouxamento das jungées celulares

»Camada Muscular lisa »Pressao intersticial aumentada

»Propagacédo de macromoléculas limitada »>Propagagdo de macromoléculas

Vantagens do tecido tumoral para a passagem de NPs para possiveis tratamentos. O tecido normal
possui suas jun¢des funcionais o que impede a passagem de macromoléculas para dentro do tecido,
enquanto que o tecido tumoral h4 um afrouxamento das jung8es celulares e maior pressao intersticial,
auxiliando a passagens das NPs para dentro do tecido permitindo possiveis tratamentos que utilizam
as NPs. Adaptada de Nehoff et al., 2014.

As variacdes das NPs de oOxido de ferro, magnetita e maghemita, se
apresentam na forma cubica com face centrada e um comportamento ferrimagnético,
que possui orientacdes magnéticas organizadas sem a necessidade do estimulo
fornecido pelo campo magnético. Na maior parte dos casos relatados na literatura
estas NPs apresentam morfologia esférica (Figura 6A), com um diametro de
aproximademente 15 nm e acabam possuindo um comportamento
superparamagnético a temperatura ambiente, sendo denominadas
Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles, ou SPIONs. Estas particulas tém
orientacdes magnéticas desorganizadas e nulas, necessitando do estimulo do campo
magnético (LIU et al, 2015; Galeano-Villar B, 2019; LIU et al, 2019) . Recentemente
foram desenvolvidas NPs em um formato de nano-anéis (Figura 6B), manifestando
um comportamento de vortice magnético e sdo denominadas Vortex Iron Oxide
Particles (VIPs), neste caso a inducédo de calor eficiente € causado pelo processo de
reversao (Figura 6C), devido a sua forma. Com isso, as VIPs realizam giros no seu
préprio eixo formando linhas de calor circular ao seu redor, levando o aumento da
temperatura obtidos por elas de dentro para fora, que, quando expostas ao campo
magnético alternado apresenta uma maior eficiéncia térmica (GALEANO-VILLAR,
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2019; LIU et al, 2019). Dessa maneira, estas particulas podem se revelar uma melhor

escolha para o tratamento de hipertermia magnética para o tratamento do cancer.

Figura 6: Diferenga morfoldgica e comportamental das NPs de 6xido de ferro.

10 15 20 25 30 35 40 45
AMF (kA/m)

(A e B) Diferenca da morfologia das NPs de 6xidos de ferro. Em A s&@o observadas as NPs denominadas
SPIONSs, esféricas, e em B as NPs com formato em nano-anéis, ou seja, as VIPs. O gréafico da imagem
C mostra a taxa de absor¢do de energia com relacdo ao campo magnético aplicado que esta é
convertida em calor. Quanto mais energia as NPs absorvem maior é o calor fornecido por elas. No
gréfico C, a curva laranja mostra as NPs com maior taxa de absorcéo de energia, as VIPs, e em roxo
as NPs com baixa absor¢éo, as SPIONs. Adaptada de Liu et al, 2019.
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2. JUSTIFICATIVA

De acordo com o site IARC (international agency for research on cancer), em
2018, a taxa de mortalidade do cancer chega aproximadamente a 9.6 milhdes de
pessoas em uma escala mundial (IARC, 2018). A partir desta andlise, é evidente que
diante de tantas possibilidades de tratamento para o cancer, desde monoterapias a
terapias combinadas, ainda faltam recursos terapéuticos que possam agir nas células
tumorais evitando a acdo do mesmo as células sadias. A insercao das NPs de Oxido
de ferro na biotecnologia trouxe a grande oportunidade de utilizagdes das mesmas em
terapias contra o cancer e em possiveis diagnosticos, apesar de ainda ndo existir um
consenso para a regulamentacdo do uso de NPs. Contudo, a aplicacdo dessas NPs
ao tratamento tumoral, ja € alvo de testes clinicos, como descrito no artigo publicado
por Mahmoudi, divulgado em 2018, onde testaram a hipertermia magnética como
tratamento contra Glioblastoma, um dos canceres mais agressivos. Este teste foi
realizado com a utilizacdo de NPs de oOxido de ferro esférica, junto ao campo
magnético alternado que induz um superaquecimento provocando a hipertermia
magnética. Efeito que é capaz de afetar especificamente as células cancerigenas que,

por natureza, sd8o mais sensiveis as altas temperaturas (MAHMOUDI et al, 2018).

De acordo com literatura, as NPs de ferro podem apresentar formatos
diversificados, bem como € possivel a passagem da forma esférica para um novo
formato em nano-anéis. Este novo formato leva ao aumento das propriedades
magnéticas, disponibilizando um novo produto que possa melhorar as carateristicas
de hipertermia. Deste modo, com esse estudo sera possivel testar um novo formato
de NPs, os nano-anéis, que promove o efeito vértice (VIPs) e melhora o seu
comportamento magnético. O modelo celular 3D possibilita uma melhor dinamica
tecidual do cancer quando comparados a modelos de células em monocamada (2D).
Em seguida, serdo expostas ao campo magnético alternado e, por conseguinte, um
aumento da temperatura que, levara a destruicdo das células cancerigenas. Essas
NPs serdo produzidas de ferro-magnetita, para serem colocadas em contato com
células 2D e 3D a fim comparar possivel efeito toxico dessas NPs as células.
Verificando assim a dose nédo citotdxica para futuros tratamentos de hipertermia

magnética.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral:

Este projeto tem o objetivo de analisar o efeito das NPs VIPs em modelos
celulares 2D e 3D gerados a partir das linhagens celulares humanas HEK-293 e

SAOS-2 advindas de rim embrionario e osteossarcoma, respectivamente.
3.2 Objetivos especificos:
e Sintetizar as NPs VIPs a Fe@Fe30a4 por reagdo hidrotérmica

e Caracterizar as NPs VIPs com e sem meio de cultivo celulara partir das técnicas
de MEV, DRX, DLS e Potencial Zeta

e Produzir os esferoides de HEK293 e SAOS2 utilizando placas de fundo U
recobertas com agarose 1% e caracteriza-los utilizando o software Image J

e Expor as NPs VIPs aos modelos 2D e 3D de HEK293 e SAOS-2 em diferentes
concentracdes (20, 50, 70, 100, 500 pg/ml)

e Avaliar a citotoxicidade das NPs VIPs aos modelos celulares 2D e 3D a partir
do ensaio de MTT
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4. METODOLOGIA
4.1.Sintese das NPs

A sintese das NPs foi executada no Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas
(CBPF) no Rio de Janeiro. A sintese das NPs é realizada em duas etapas: producao
de nano-anéis de hematita (a—Fe203) e reducdo a ferro-magnetita (Fe@Fe30a4). A
primeira etapa (Figura 7A) foi realizada mediante incubacdo em um reator
hidrotérmico (este foi fabricado como descrito por GALEANO-VILLAR, 2019) de
solucdo aquosa contendo 0,02 M de cloreto de ferro hexahidratado, 5,5 x 10# M de
sulfato de sédio e 3 x 10 * M de fosfato de sddio hidratado, apés a solucéo foi mantida
a 220 °C durante 48 h no reator. A razdo de ions fosfato e sulfato permite controlar o
tamanho, a morfologia e a arquitetura das NPs trazendo um formato em anéis ou, até
mesmo, em um cilindro. Mediante o tratamento térmico, a solucdo foi esfriada até
temperatura ambiente, lavada e centrifugada 4 vezes com etanol. Em seguida, foi
seca em uma estufa na temperatura de 60°C durante 12h, obtendo-se um po
vermelho. Os nano-anéis (Figura 7B) de a—Fe20s3 obtidos na sintese hidrotérmica foi,
entdo, reduzido a Fe@Fe304 para o qual sdo levados em um tratamento térmico a
400°C durante 30 min sob a presenca de um fluxo constante de hidrogénio (Hz) e
argonio (Ar) a uma concentracdo de 10%. Logo em seguida a este processo as NPs
foram resfriadas a temperatura ambiente mantendo o fluxo de gés, as quais passam
da cor avermelhada para a cor preta e respondem a presenca de ima (GALEANO-
VILLAR, 2019).

Figura 7: Sintese das nanoparticulas de Fe@Fe304
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A Cloreto de ferro hexahidratado 8 PO,
Fosfato de sédio hidratado Baixa razéo PO,*/ SO,2 ¥ s0,2

Sulfato de sédio

A primeira etapa (A) da sintese de NPs consiste na formag&o de nano-anéis de hematita, ferro ndo
magnético e a segunda etapa (B) consiste na redu¢do dos nano-anéis de hematita a nano-anéis de

magnetita, tornando-se NPs magnéticas.

4.2. Caracterizagao das NPs

Para avaliacdo 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 Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM HIGH), suplementado com 10 % de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1 %
de antibidtico Penicilina/Estreptomicina (PS) para que pudéssemos mimetizar o

ambiente celular in vivo.
4.2.1 Difracao de Raio X (DRX)

Os difratogramas foram medidos em uma faixa angular de 26 compreendida
entre 20° até 80°, com passo de 0,017°. Para a identificagdo e quantificagao das fases
cristalinas presentes nas amostras, os difratogramas foram refinados pelo método de
Rietveld utilizando o pacote aberto Full Prof. Foram utilizados padrdes disponiveis na
base de dados de estrutura cristalina inorganica (ou do inglés Inorganic Crystal
Structure Database, ICSD). Estes padrdes correspondem as fases de hematita

(a—-Fe203), magnetita (FesOa4) e ferro metélico (Fe). As medidas de DRX nas particulas
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foram realizadas utilizando um difratdbmetro de pé da marca Panalytical, modelo
X’PERT Pro, disponivel no Laboratério Multiusuario de raios-X do CBPF, RJ.

4.2.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para a realizagdo da técnica de MEV, as amostras foram diluidas em etanol e
dispersas em banho ultrassonico durante 30 minutos. Em seguida, foi acrescentada
uma gota da suspensdo das NPs de Fe@Fes:Os4 em grades de carbono. As
micrografias foram realizadas utilizando o Jeol 7100 operado a 10kV, presente no
Laboratorio Multiusuario de Nanociéncia e Nanotecnologia (LABNANO) disponivel no
CBPF, RJ.

4.2.3 Espalhamento dinamico de luz (Dynamic Light Scattering - DLS)

A técnica de DLS permite medir o didmetro hidrodinAmico das NPs
possibilitando determinar seu tamanho individual e seus agregados. Assim, sendo
possivel analisar se as NPs permaneciam ou ndo em escalas nanométricas. Para isso,
as NPs foram colocadas em contato com 15 ml de agua e, separadamente, em meio
de cultivo durante 24 h. Passado o tempo, foram centrifugadas a 350g por 10 min a
25° C, retirou-se o sobrenadante e foram lavadas com agua em ambas condicdes de
tratamento. Em seguida, foram centrifugadas novamente, repetindo-se a lavagem, e
o sobrenadante foi recolhido e mantido a temperatura ambiente para secagem. Para
realizar as analises foram acrescentadas 5 ml de KCL 1 mM as NPs e, em seguida,
em uma cubeta foi adicionado 1 ml da solucdo de KCL + as NPs. A disperséao dinamica
de luz foi realizada utilizando o equipamento Brookhaven Instruments 90 Plus Particle

Size Analyzer, do Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF).
4.2.4 Potencial Zeta

A técnica de Potencial Zeta permite identificar a adsorcao proteica a partir da
carga superficial presente nas NPs que estdo em constante interagdo com as
proteinas presentes no liquido de suspensao. As amostras foram preparadas como
descrito na secéo 4.2.3. As medidas foram realizadas no equipamento Brookhaven
Instruments 90 Plus Particle Size Analyzer, do Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas
(CBPF).
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4.3. Producao dos esferoides de diferentes linhagens celulares humanas

Foram utilizadas células HEK-293 (ATCC ® CRL-1573 ™) como um controle
de células ndo cancerigenas e SAOS-2 (ATCC® HTB-85™) como um controle de
células cancerigenas, linhagens advindas de rim embrionario e osteossarcoma,
respectivamente. A utilizacdo de duas linhagens distintas foi necesséria a fim de
avaliar as diferencas celulares entre elas. As células foram mantidas em meio de
cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM HIGH) suplementado com 10 %
SFB e 1% de antibidtico contendo 10.000 Ul/mL de Penicilina e 10.000 yg/mL de
Estreptomicina (PS). As células foram incubadas a 37 °C, em atmosfera umedecida
contendo 5 % de COg, tanto em cultivo de células em monocamada (2D) quanto em

células tridimensionais (3D).

Para o preparo dos esferoides (Figura 8), foram utilizadas placas de fundo U
de 96 pocos com a superficie revestida com gel de agarose a 1 % (Sigma Aldrich,
agarose tipo VIl — N° A9045) para impedir a adesado das células a superficie da placa.
As células foram cultivadas em diferentes niumeros celulares (10000, 30000 e 50000
células/poco) em 200 pl/poco de meio DMEM HIGHT suplementado com 10 % de SFB
e 1 % de PS. As células foram incubadas durantes 72 h a 37 °C, em atmosfera
umedecida contendo 5 % de CO2 (SOUZA et al., 2019). Todas as etapas de cultivo
celular foram realizadas no Laboratério Multidisciplinar de Pesquisas Odontoldgicas
(LAMP), Rio de Janeiro.

Figura 8: Formacéo dos esferoides de HEK-293 e SAOS-2 em diferentes quantidades celulares.

(V4

Placa Recoberta Suspensao 3 dias por 37 Formagao de
fundo U com 1% de celular °C e 5% CO2 oncosfera
agarose gota a gota

Os esferoides foram formados a partir de células 2D utilizando uma placa de fundo U com recobrimento
de gel de agarose a 1%, adicionando a suspenséo celular e deixadas durante 3 dias em incubacéo a

37 °C e 5% de CO2 em atmosfera umidificada.

4.4. . Caracterizacao dos esferoides
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4.4.1 Avaliagado da morfologia e do diametro

Para avaliar e confirmar a morfologia, o diametro e a esfericidade dos
esferoides em diferentes numeros celulares foram utilizados micrografias obtidas
mediante a técnica de microscopia 6tica (LABOMED-TCM-400) e os diametros foram
aferidos utilizando o software IMAGE J. Apos afericdo dos diametros, foi aplicado aos

esferoides a formula de volume:
V= 4/3 mabc

Onde valores de a, b e ¢ determinam as dimensdes dos esferoides, a indicam

a altura, b a largura e c a profundidade das esferas.

Além disso, para a avaliacdo da esfericidade dos esferoides foi calculada a

razao entre os diametros a e b.

Quanto mais o resultado se aproxima a 1 a forma dos esferoides € mais proxima

da esfericidade.
4.4.2 Ensaio de viabilidade celular (MTT)

O ensaio de MTT (3-(4,5-dimethylthiazolyl-2) -2, 5-diphenyltetrazolium bromide)
(Molecular Probes, N° M6494) foi realizado a fim de avaliar a viabilidade das células
HEK-293 e SAOS-2 apés a producado dos esferoides. O MTT mostra a viabilidade
celular proporcional a conversao do sal de tetrazélio (MTT) em cristais de formazan,
passando da cor amarelada para violeta quando as células se mostram viaveis. Tais
sais sao dissolvidos em DMSO (Dimetilsulfoxido) (ISOFAR, N° 258). Para realizacao
do ensaio de viabilidade, ambos os tipos celulares foram cultivados em diferentes
nameros celulares (10.000, 30.000 e 50.000 células/poc¢o) e cultivados por 24 h em
monocamada e 72 h para modelos tridimensionais. Ap6s os tempos de cultivo
mencionados acima, as células foram incubadas com o MTT (0,5 mg/ml) por 4 h a 37
°C em atmosfera umedecida contendo 5% de CO2. A absorbancia gerada apos a
incubacdo do MTT foi medida através do espectrofotdmetro em um comprimento de
onda (A) de 590 nm. O controle positivo (+), células inviaveis, foi realizado
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acrescentando 10 % de SDS (Dodecil sulfato de sédio) na solu¢cdo de MTT, sendo o
ensaio realizado como mencionado acima. Todos os testes com MTT foram realizados
em quadriplicata. Para verificar a possivel interferéncia das NPs de ferro com o ensaio
de MTT foi realizado um controle com células expostas as NPs de ferro sem a adi¢do
do reagente de MTT no momento do ensaio. Os modelos celulares 2D e 3D ficaram
expostos as NPs em um periodo de 24h e, em seguida, foi realizado o ensaio de MTT

como mencionado.
4.5. Esferoides expostos as NPs VIPs

As linhagens celulares HEK-293 e SAOS-2 foram cultivadas em 10.000
células/poco em meio de cultivo DMEM HIGH suplementado com 10 % de SFB e 1 %
de PS em um periodo de 24 h para células em monocamada e 72 h para células em
cultivo tridimensional, incubado a 37 °C em atmosfera umedecida contendo 5 % de
CO2. Os modelos celulares foram expostos as NPs de Fe@Fe30a4 VIPs de diferentes
concentracdes (20, 50, 70, 100, 500 pg/ml) pelo periodo de 24 h em meio de cultivo
(Figura 9). Apos a exposicéo os esferoides passaram por avaliagdes de viabilidade
utilizando a metodologia MTT.

Figura 9: Exposi¢cédo das NPs de Fe@Fe304 VIPs aos esferoides.

CONCENTRAGOES
20, 50, 70, 100 e 500 ug/ml

©
29
Apés 3 dias 24 h por 37 °C
Retirar o meio e 5% CO2

llustracdo da exposicdo direta das NPs VIPs em diferentes concentragcdes em um periodo de 24 h.

4.6. Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o teste t de Student. As
diferencas foram definidas como estatisticamente significativas em p <0,05 vs

controle. Os resultados quantitativos foram descritos como média + desvio padrao das
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repeticdes realizadas em quadriplicadas para cada experimento e, em seguida, das

triplicatas experimentais independentes.
5 RESULTADOS
5.1 Caracterizacdo das NPs

As NPs de Fe@Fe304 nanoestruturadas foram sintetizadas e caracterizadas
utilizando as técnicas de MEV, DRX, DLS e Potencial Zeta confirmando a sintese do

material.
5.1.1 Analise Morfologica das NPs de Fe@Fe3Oa4

A partir da micrografia obtida pela técnica de MEV, foi possivel observar que as
NPs de ferro-magnetita apresentaram uma morfologia em nano-anéis e tamanho no
grau primério de escala nanométrica. Permitiu também visualizar a integridade dos
anéis, o que possibilita a realizacdo do seu efeito vortex, responsavel pelo
comportamento magnético. Além disso, é possivel observar as interacdes entre elas

mostrando a formacgéo de agregados nanoestruturados (Figura 10).

Figura 10: Micrografias de MEV das NPs VIPs de Fe@FesOa.

Micrografia da morfologia das NPs de ferro-magnetita com formato em nano-anéis onde elas se

apresentam em agrupamentos em nanoescalas.

5.1.2 Analise Cristalografica das NPs de Fe@Fe304
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Com a técnica de DRX foi gerado um difratograma que permite visualizar um
padrao cristalografico, o qual € comparado com um banco de dados, possibilitando
confirmar a composicdo do material e o quanto ele é cristalino. Com base no
difratograma, podemos observar picos caracteristicos de ferro (Fe) e magnetita
(FesOa4), confirmando a presenca de ambas as fases cristalinas na nossa amostra.
Ainda assim, foi possivel determinar um alto grau de cristalinidade confirmado pela
presenca de picos estreitos. Que quanto mais estreitos os picos sdo, maior é o grau

de cristalinidade do material testado (Figura 11).

Figura 11: Difratograma das NPs de Fe@Fe3Oa.
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Difratograma do ferro-magnetita, indicado em pontos vermelhos os dados experimentais e na curva
preta seu ajuste. Note que todos os picos foram corretamente ajustados. A posi¢éo dos picos padrdes

encontram-se em verde para o ferro-Fe e em azul para a magnetita-FesOas
5.1.3. Andlise da estabilidade das NPs de Fe@Fez04em meio de cultivo

A disperséo das NPs foi testada em agua e meio de cultivo celular para verificar
como as NPs de Fe@Fes04 se comportavam quando colocadas em suspenséao.
Foram utilizadas amostras suspensas em agua servindo como controle e amostras
suspensas em meio de cultivo para simular o microambiente das NPs in vivo. Como o
meio de cultura tem a presenca de proteinas, principalmente a albumina, sdo testadas
a adsorcédo destas as NPs a fim de investigar a estabilidade coloidal das NPs. Essas

condi¢cbes foram avaliadas a partir das técnicas de DLS e Potencial Zeta.
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Nas andlises de DLS (figura 12A) quando observamos os resultados das
amostras preparadas em agua, observa-se um tamanho de 2782,81+/-139,57 nm e
ao comparar estes resultados com as NPs preparadas em meio, 0 tamanho
encontrado foi de 3921,79+/-218,83 nm. Estes dados revelam diferengas significativas
do tamanho das NPs, relacionando-se este aumento a presenca de proteinas
adsorvidas a sua superficie quando preparadas com meio de cultura. A uniformidade
do tamanho das NPs foi avaliada pelo indice de polidispersdo. Os resultados devem
apresentar valores proximos entre 0,0, e 1,0 ou seja, quanto menor os resultados
obtidos, maior é a estabilidade do tamanho das NPs. De acordo com os resultados de
polidispersao obtidos (Figura 12A), foram obtidos valores de 0,35+/-0,10 UA (unidade
arbitraria) da particula em agua e valores de 0,26+/-0,06 UA da particula em meio. Os
dados mostram que as NPs em meio apresentam melhor uniformidade por exibir
resultados menores que as NPs expostas a agua. A informacdes obtidas neste teste
mostram que a adsorcéo de proteina as NPs diminui os aglomerados e uniformiza os
tamanhos. Com os resultados de Potencial zeta (Figura 12B) foram observados
potenciais de -7,76+/-1,01 mV em agua e -28,69+/-1,58 mV em meio de cultura.
Ambos se mantiveram com resultados negativos e préximo ao valor de referéncia para

NPs que é -30 mV, mostrando uma boa estabilizacao.

Figura 12: Comparacéo da estabilidade coloidal das NPs em contato com agua e meio de cultivo.
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Gréficos dos resultados de dispersdo das NPs em agua e meio de cultivo celular pelas técnicas de DLS
e Potencial Zeta. Na figura A sédo mostrados os resultados obtidos através da técnica de DLS. A barra
em escala cinza representa o tamanho hidrodinamico sinalizado ao lado esquerdo do grafico. Observa-
se 0 aumento de tamanho das NPs em contato com meio de cultura, quando comparadas ao resultado
das NPs em agua. Ainda na figura A, ao lado direito do grafico é avaliado o indice de polidispersao das
NPs indicado pela bolinha laranja. As NPs em agua apresentam menor disperséo devido ao seu maior
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resultado, ja as NPs em meio apresentaram menor resultado de dispersdo, com isso as NPs em contato
com meio se encontram mais dispersas. A figura B mostra a andlise do Potencial Zeta com diferenca
significativa entre os resultados da comparacéo entre as amostras: agua (azul) e meio (escala cinza).
Quando as NPs estao em meio foi observado uma diminuicdo do Potencial Zeta, o que significa pouca

aglomeracao entre as NPs.

5.2 Caracterizacao dos esferoides

A producéo dos esferoides foi realizada utilizando células em monocamadas
de HEK-293 e SAOS-2 para avaliar a producéo de modelos tridimensionais e assim
serem caracterizadas. Através das micrografias obtidas com a técnica de microscopia
Optica foi possivel medir o diametro dos esferoides e, em seguida, aplicar a formula

de volume para obtencéo dos dados, assim como a férmula de esfericidade.
5.2.1 Avaliacdo morfoldgica dos esferoides

Com as micrografias obtidas dos modelos celulares 2D (Figura 13A) e 3D
(Figura 13B) foi possivel comparar a diferenca dos tipos de cultivo celular, assim
como, observar modificagcbes morfolégicas entre elas. O modelo 2D se mantém
espraiadas e aderidas as placas em que foram cultivadas, formando uma Unica
camada celular. Ao contrario, os modelos 3D tendem a se unir formando um agregado
tridimensional, o qual apresenta uma interacdo maior entre células, mimetizado de
forma mais préxima o ambiente in vivo. Essa organiza¢do ocorre em funcdo do uso
da placa de fundo U recoberta com agarose a 1%, de modo que as células foram
cultivadas possibilitando a interacéo entre células, desta forma possibilita a formacéo
de uma estrutura tridimensional. Além disso, ao serem semeadas em numeros
celulares diferentes e crescentes, elas demonstram um aumento gradativo do volume
ocupado no espaco (Figura 13A e B), visivelmente, ha um crescimento sugestivo do
centro hipoxico demonstrados nos modelos de 30000 e 50000 células/pogo (Figura
13B).

Figura 13: Comparacgéo das células HEK293 de monocamada-2D (A) e esferoides-3D (B)

visualizadas por micrografias opticas.
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Diferenciagdo das formas de cultivos onde em A indica as células em monocamada-2D que se
apresentam individualizadas, em B indica os esferoides com agregado celular. Em A e B mostram

ndmeros celulares crescentes.

Foram também obtidas micrografias dos esferoides de linhagens celulares
HEK293 e SAOS2 (Figura 14), possibilitando a determinacdo de escolha do tipo
celular a ser utilizado no estudo, assim como, o nimero celular mais favoravel para a
exposicdo do teste de hipertermia magnética. A comecar entdo, as visualizacbes dos
esferoides de ambas as linhagens que apresentam um aumento de tamanho
crescente com relacdo a densidade celular. Diante da avaliagdo morfoldgica e
volumétrica dos esferoides, ao numero celular de HEK-293 apresentou uma
morfologia regular e esférica em todas as densidades (Figura 14A), com volume
proporcional (Figura 14A) ao numero de células, ou seja, quanto maior o niamero
celular, maior o volume. Ja os esferoides de SAOS2, apresentaram uma morfologia
esférica apenas nos esferoides de 10000 células/poco, uma forma mais elipsoide nos

demais (Figura 14B) e o volume proporcional ao numero celular (Figura 15B).

Figura 14: Comparacéo dos esferoides de HEK293 (A) e SAOS2 (B) visualizadas por micrografias

Opticas.
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Micrografias comparativas da morfologia dos esferoides entre as linhagens HEK293 (A) que se
apresentam com forma esférica em todas os esferoides e SAOS2 (B) que mostra um formato esférico
apenas no esferoide de 10000 células/poco e elipsoide nos demais. Em esferoides de HEK293
apresentam centro hipéxico com do nimero celular (30000 e 50000 células/pogo), ja os esferoides de

SAOS2 nao apresentam.

Figura 15: Comparac¢édo do volume dos esferoides de HEK293 (A) e SAOS2 (B).
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Gréficos mostram andlise do crescimento volumétrico proporcional ao aumento do nimero celular

em ambas as linhagens celulares. *p<0.05 vs controle.

Desta forma, ao observar que os esferoides apresentaram morfologias distintas
nas linhagens, foram realizadas avaliacdes de esfericidade para saber o quanto os
esferoides sédo redondos, como modo de confirmacao dos resultados anteriores. Os

dados de esfericidade (Figura 16) obtidos mostraram que a razdo dos raios das células
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HEK293 apresentam valores mais proximos a 1,0 em todas os numeros celulares
testados, ou seja, formato mais esférico (Figura 16A), assim como, mostraram menor

variabilidade dos resultados obtidos nos esferoides de 10000 células/poco.

Quando a linhagem SAOS2 é comparada a HEK293, o resultado mostrado para
os esferoides de 10000 células/poco é o que mais se aproxima de 1,0 e diminui em
relacdo ao aumento do numero celular (Figura 16B), corroborando os resultados
mostrados nas micrografias, onde o aumento do numero celular trouxe um formato
mais elipsoide, ou seja, a nao esfericidades dos esferoides de SAOS2. Mediante ao
que foi dito, os esferoides de 10000 células/poc¢o foram selecionados como o ideal

para 0s experimentos a serem realizados com as NPs.

Figura 16: Analise da esfericidade dos esferoides das células HEK293 (A) e SAOS2 (B).
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Gréfico de esfericidade dos esferoides HEK293 (A) que mostra maior esfericidade com valores mais
proximo a 1,0 e menor variabilidade nos esferoides de 10000 células/poco e SAOS2 (B) mostra que
apenas os esferoides de 10000 células/poco se aproximam da esfericidade. Onde a linha verde mostra
a média da razdo entre os raios dos esferoides e a linha pontilhada vermelha indica os valores de

esfericidade.

5.2.2 Avaliacdo da viabilidade dos esferoides

Ainda em uma comparacdo entre as duas linhagens celulares, HEK293 e
SAOS2, ao realizar o teste de viabilidade celular (MTT), os esferoides de HEK293
mostraram uma diminuicdo da viabilidade quando comparadas com as células em

monocamada da mesma linhagem, apresentando uma queda expressiva da
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viabilidade quando comparadas as células 2D. Em contrapartida, o teste de viabilidade
em SAOS2 mostrou resultados que ambos os cultivos, 2D e 3D, ndo apresentaram
diferenca de viabilidade, porém apresentam uma diminuicdo a medida que aumenta o
namero de células (Figura 17). Mediante estes resultados, podemos confirmar a
escolha dos esferoides de 10000 células/poco. Com os esferoides de 10000
células/poco ha uma viabilidade significativa de 100% em ambas as linhagens

celulares e formas de cultivo, comparado ao controle e os demais numeros celulares.

Figura 17: Comparacéo da viabilidade celular entre os esferoides de HEK293 (A) e SAOS2 (B).
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Os graficos mostram a relagdo entre o numero de células e a viabilidade. Na linhagem de HEK293 (A)
se compara células em 2D (escalas de cinza) e 3D (escalas de azul) mostrando a viabilidade com
diminuicdo expressiva apenas nas células 3D a medida que se aumento o nimero de células. Ja na
linhagem SAOS2 (B) a comparacéo entre 2D (escalas de cinza) e 3D (escalas de azul) ndo mostrou
diferenca de viabilidade entre os tipos de cultivo, mas apresentou decaimento relacionado ao aumento
do numero de células. Os resultados sdo a média de uma triplicata experimental independente. *p<0.05

vs controle.
5.3 Avaliacao da interacdo das NPs de Fe@Fe304nos esferoides

As micrografias obtidas dos modelos em monocamada e de esferoides de HEK-
293 e SAOS-2 expostas as diferentes concentracdes de NPs VIPs (20-50-70-100-500
pg/ml) mostraram internalizacao dose-dependente. As NPs se encontraram dispersas
guando em contato com células em monocamada (Figura 18 A e 19 A), enquanto nos
esferoides de células HEK293 se localizavam em agregados na periferia (Figura 18

26



B) ja nos esferoides de SAOS2 se agregavam ao seu redor de forma aleatoria (Figura
19 B).

Figura 18: Comparacao da internalizacdo de células HEK-293 2D e 3D expostas as NPs VIPs
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As NPs foram internalizadas de forma dose-dependente e encontravam-se dispersas em contato com
as células em monocamada (A). Entretanto, nos esferoides (B), as NPs se apresentaram em agregados

na periferia.

Figura 19: Comparacao da internalizacéo de células SAOS2 2D e 3D expostas as NPs VIPs
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500 pg/ml

As NPs foram internalizadas de forma dose-dependente e encontravam-se dispersas em contato com
as células em monocamada (A). Entretanto, nos esferoides (B), as NPs se apresentaram em agregados

de forma aleatéria.

5.4 Avaliacédo da viabilidade dos esferoides quando em contato com as
NPs de Fe@FesOa4

Para as etapas sucessivas foi necessario determinar a maxima concentracao
nao citotoxica de NPs que sera utilizada para realizacdo dos ensaios de hipertermia
magnética. Os modelos celulares 2D e 3D de células HEK293 e SAOS2 foram
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expostos as concentracdes crescentes de NPs de ferro VIPs (20-50-70-100-500
Mg/ml) em um periodo de 24 horas. Foi mostrado que em nenhuma concentragao
exposta de NPs houve inducdo de morte celular quando comparadas com as células
do controle positivo e negativo, determinando que a exposicdo nao apresentou
alteracdo significativa da viabilidade nos esferoides. Ainda, foi realizado o teste de
absorbancia junto ao ensaio de MTT utilizando um controle com a concentracédo de
100 pg/ml + DMSO, sem a presenga dos sais de MTT para que pudéssemos identificar
possiveis interferéncias de coloracdo das NPs. Ndo observamos interferéncia entre

as NPs e o ensaio utilizando o MTT (Figura 20).

Figura 20: Citotoxicidade de NPs de ferro-magnetita apos 24 horas de exposicdo em células HEK-
293 e SAOS-2 2D e 3D avaliado com o teste de MTT.
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Gréfico da viabilidade celular das células HEK-293 e SAOS-2 com diferentes concentracées de NPs
VIPs. Concentragdes comparadas com o CTR - (células vivas), CTR + (células mortas) e a 100 ug/ml
+ DMSO por possiveis interferéncias com a coloragédo das NPs. Os resultados sdo a média da triplicata

experimental. *p<0.05 vs controle.

6 DISCUSSAO

O céancer é uma doenca que apresenta uma alta taxa de mortalidade no mundo

por decorréncia da caréncia de tratamentos eficazes e especificos apenas as células

29



cancerosas, assim como diagnosticos tardios. A fim de definir uma nova abordagem
terapéutica para o tratamento do cancer, a hipertermia magnética se tornou um grande
destaque. Trata-se da técnica que utiliza NPs ferromagnéticas ou ferrimagnéticas,
administradas aos tecidos tumorais e, consequentemente, internalizadas pelas
células cancerosas para se obter um aquecimento controlado local. Desta forma, o
objetivo final desta aplicacdo é a destruicdo dessas células em razdo da maior
sensibilidade a altas temperaturas, em compara¢do as células sadias que sdo mais
resistentes. Neste estudo utilizamos NPs com um formato em anéis, pois apresentam
maior e mais controlado aquecimento quando comparadas as NPs com formatos
esféricos e avaliamos a possivel toxicidade desta as células tumorais. Para esta
avaliacdo utilizamos o modelo de cultivo tridimensional, os esferoides, pois melhor

mimetiza 0 comportamento das células in vivo.

Inicialmente, as NPs utilizadas no estudo foram produzidas a partir de reacfes
hidrotérmicas, técnica que permite a formacdo monitorada das mesmas, podendo
chegar a altas temperaturas e a possibilidade de trabalhar com variedades de éxido
de ferro (XIE et al.,, 2018). Com essa metodologia foram obtidos nano-anéis de
hematita, 6xido de ferro ndo magnético, e em seguida, a reducéo a ferro-magnetita,
formando nano-anéis magnéticos respondendo a presenca de imas. Entretanto, para
que as NPs sejam consideradas como parte de tratamento hipertérmico contra o
cancer, elas devem possuir propriedades que permitam interacdes celulares e com o
campo magnético. Sendo assim, devem apresentar absorcdo de energia para a
producdo de calor quando expostas ao campo magnético alternado, boa dispersao
em solucdes, serem internalizadas pelas células e baixa citotoxicidade (ICONARU et
al., 2012; HEREA et al., 2018), permitindo um ambiente ideal para a aplicacao da

hipertermia magnética.

A sintese das NPs e a determinacéo das suas propriedades foram avaliadas a
partir das técnicas de MEV e DRX. Ao observar as micrografias de MEV, podemos
visualizar as NPs com um formato em nano-anéis mostrando integridade e interagfes
entre elas. Diante disto, para que as NPs tenham seu efeito em um dominio de vortex,
elas precisam possuir um formato de anel completo (LIU et al., 2019). Quando se
compara as NPs esféricas, 0s nano-anéis apresentam uma magnetizacdo muito mais

controlada e consequentemente, o aquecimento (LIU et al., 2019), o que nos deixa
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motivados com resultados futuros de magnetizacdo e tratamentos hipertérmicos.
Inicialmente, as NPs precisam ter uma boa interacdo com as células, ou seja, serem
capturadas por estas. Primeiramente, as NPs foram avaliadas em contato com meio
de cultivo celular para melhor avaliagdo do seu potencial em meio similar ao bioldgico.
Portanto, as analises feitas com DLS e Potencial Zeta mostraram que quando as NPs
se encontram em contato com meio de cultivo elas tendem a aumentar seu tamanho
devido a presenca de proteinas adsorvidas. Desta forma, a boa disperséo e retracédo
entre elas indicam que ha a presenca da formacdo de coroa proteica em sua
superficie, principalmente a albumina. Com esses achados, as NPs passam a ser
melhor reconhecida pelas células, apresentam boa estabilidade e melhor disperséo
em meio, logo, corrobora com os resultados vistos por Fleddermann e colaboradores
(FLEDDERMANN et al., 2019).

A fim de avaliar a interacdo celular as NPs magnéticas, € imprescindivel a
realizacdo de testes com linhagens celulares distintas e a definicdo da melhor forma
de cultivo para todas as exposi¢cdes. Em micrografias realizadas para a analise
morfoldgica com o objetivo de diferenciar o cultivo, foi possivel observar uma grande
diferenca entre as células 2D e 3D. Devido a forma em que elas sdo semeadas, 0
modelo 2D se apresenta em populacdes onde o contato célula-célula se da pelas
laterais e o contato célula matriz pela porcéo basal da célula. Por outro lado, 0 modelo
3D se organiza em agregados com ligaces célula-célula ocorrendo em vérias regides
do agrupamento celular ndo havendo interacdo com a matriz extracelular, desta forma,
a esfera fica em suspensao no meio de cultivo. Com relagéo a estudos desenvolvidos
com esse novo modelo celular, CHOI e colaboradores (2019) relatam que os modelos
3D estdo mais préximas do comportamento in vivo com relagdo a conduta

cancerigena mostrando resultados condizentes a realidade.

A andlise das micrografias também permitiu observar um aumento do nimero
celular, esse acontecimento € devido ao aumento de células cultivadas nos pocos.
Esse perfil foi visto tanto em modelos 2D quanto em 3D de células HEK293,
corroborando os resultados de volume onde ha um aumento crescente proporcional
ao numero celular. Nos modelos celulares 3D da linhagem HEK293, quando ha um
aumento no volume celular, maior é o aumento do centro hipéxico. Mas quando

comparamos as duas linhagens utilizadas, HEK293 e SAOS, sao mostrados
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resultados distintos quanto ao centro hipoxico. Os esferoides de SAOS2 apresentam
auséncia do centro hipoxico devido a deformidades nas esferas celulares de 30000 e
50000 células/poco. Confirmando esse fato, o teste de esfericidade comparavel entre
as linhagens mostrou que quanto mais esférico, maior a probabilidade de se ter um
centro hipdxico. Na literatura ha diversos estudos realizados com cultivos
tridimensionais, que mostram e confirmam que esse centro hipoxico € caracteristico
dos tecidos tumorais (LANGAN et al., 2018; GODET et al., 2019). E essa condi¢io
que leva a necrose de células e que, consequentemente, desencadeia a
neovascularizagcdo tumoral in vivo levando a piora da doenca, por decorréncia do
aumento da probabilidade de metastases tumorais (LANGAN et al., 2018; GODET et
al., 2019; ROMA-RODRIGUES et al., 2019). Nenhum estudo foi encontrado na
literatura que mostrasse a realizacdo dos modelos tridimensionais com células HEK-
293 e pouco é descrito sobre as caracteristicas dos modelos com células SAOS-2

para este modelo.

Com o tratamento de hipertermia magnética, é possivel obter o0 aumento da
temperatura utilizando NPs ferromagnéticas ou ferrimagnéticas para se ter como
resultado a morte de células cancerosas a partir da aplicacdo de um campo
magnético. Por este motivo, € de suma importancia que todas as células que serdo
expostas a este tratamento estejam vivas, desta forma poderemos ter uma melhor
comparacgao de morte celular e, com isso, a certeza de que a diminui¢cdo da viabilidade
celular foi causada pelo tratamento submetido. E ao comparar a viabilidade das
células HEK293 e SAOS2 mantidas em cultivo 2D e 3D foi possivel confirmar os
resultados da formacéo de centro hipoxico. A viabilidade das células HEK293 3D
apresentou uma queda expressiva em comparagcdo ao cultivo 2D, enquanto a
linhagem SAOS2 apresentou a mesma viabilidade quando comparados os tipos de
cultivo 2D e 3D. Além disso, quanto maior o nimero de células cultivadas, menor € a
viabilidade dos esferoides. Dito isso, os achados mostram uma viabilidade de 100%
quando as ceélulas foram cultivadas em 10000 células/pogco. A partir desses
resultados, para os testes de hipertermia, poderemos ter certeza de que as células de

fato morreram devido ao tratamento hipertérmico.

Ao realizarmos a interagdo dos modelos celulares com as NPs para determinar

a dose maxima nao citotoxica, as imagens de interacdo mostram que as NPs visam
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se infiltrar na borda dos esferoides. Esse sistema de cultivo apresenta uma provavel
internalizacdo proporcional as doses de NPs a que sdo expostos, quanto maior a
concentracdo de NPs, maior a quantidade incorporada aos esferoides. Podemos
reparar que, além da internalizacéo de ferro-magnetita, as mesmas se concentram na
periferia dos esferoides ndo alcancando o centro. ABDOLAHINIA e colaboradores
(2019) mostraram que as NPs ndo sao internalizadas até o centro dos modelos
celulares 3D devido a presenca do meio hipoxico. No entanto, alguns estudos tem
sido realizados a fim de melhorar a interacdo das NPs pelos esferoides, estes
trabalhos mostraram que uma melhor interacdo das particulas esta ligada a presenca
de calcio e componentes da matriz extracelular (ABDOLAHINIA et al., 2019; RAMOS-
DOCAMPO et al., 2019).

Em estudo realizado por LIU e seus colaboradores (2019) mostrou NPs de
magnetita sendo utilizadas com um formato em nano-anéis sendo expostas aos
modelos 2D de cancer mamario para implementacdo ao tratamento hipertérmico. E
no presente estudo foi possivel visualizar informac8es mais similares ao tecido in vivo,
devido as interacdes que o modelo tridimensional proporciona. Os resultados obtidos
pelo grupo mostraram que em varias concentracfes de NPs, com um limite em 100
pg/ml, as células 2D se mantinham viaveis durante uma exposi¢do de 24 horas. Com
isso, ndo houve alteracdes significativas de morte celular, corroborando com os
resultados vistos em nosso trabalho. Que, além das concentracfes baixas de NPs,
uma nova concentracdo também se torna possivel para utilizagcdo na hipertermia
magnética, a de 500 pg/ml devido ao estudo da interacdo com células tridimensionais.
Inclusive, ao realizar testes com células de linhagens diferentes, as NPs apresentaram
0 mesmo comportamento com relacdo a viabilidade celular quando comparadas ao

controle.
7 CONCLUSAO

Este estudo mostrou que a técnica de sintese hidrotérmica das NPs seguida da
reducdo em ferro-magnetita VIPs foi concluida com éxito, como confirmado pela
caracterizacao utilizando as técnicas de MEV e DRX. Assim como as técnicas de DLS
e Potencial Zeta que foi possivel avaliar as interagcbes com um meio similar ao

biolégico, tornando-as mais estaveis para o contato com os modelos celulares.
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Os esferoides de HEK293 e SAOS2 mostraram uma melhor viabilidade e
morfologia préxima a uma esfera em esferoides de 10000 células/poco, 0 que tornou

este 0 modelo padrédo para possiveis testes com hipertermia magnética.

ApGs a exposicao dos esferoides durante 24 h as diferentes concentragfes de
NPs, os resultados de MTT mostrou que néo ha alteracao significativa da viabilidade
dos esferoides expostas a nenhuma das concentragdes, quando comparadas ao
controle. Isso indica que qualquer concentragdo pode ser utilizada para a aplicacéo

do tratamento hipertérmico, inclusive a exposicdo da dose de 500 pg/ml.

Nossos resultados fornecem informacdes satisfatorias, onde as NPs VIPs néo
apontam indicios de citotoxicidade em células tridimensionais que, por sua vez, estdo
mais préximos ao comportamento in vivo. Com esses efeitos possibilita a escolha de

diferentes doses para o tratamento de hipertermia magnética.

34



9 REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

ABDOLAHINIA, E. D. et al. Enhanced penetration and cytotoxicity of metformin and
collagenase conjugated gold nanoparticles in breast cancer spheroids. Life Sciences,
v. 231, n. April, p. 116545, 2019.

ABU-BAKR, A. F.; ZUBAREYV, A. Subject Areas: Author for correspondence: Effect of
interparticle interaction on magnetic hyperthermia: homogeneous spatial
distribution of the particles. p. 1-11, 2019.

ADAMIANO, A. et al. Magnetic calcium phosphates nanocomposites for the
intracellular hyperthermia of cancers of bone and brain. Nanomedicine, v. 14, n. 10,
p. 1267-1289, 2019.

ALBERTS, B. et al. Analisando células, moléculas e sistemas. [s.I: s.n.].

BANOBRE-LOPEZ, M. et al. Magnetic nanoparticle-based hyperthermia for cancer
treatment. Reports of Practical Oncology and Radiotherapy, v. 18, n. 6, p. 397—
400, 2013.

BARROW, M. et al. SPIONs for cell labelling and tracking using MRI: Magnetite or
maghemite? Biomaterials Science, v. 6, n. 1, p. 101-106, 2018.

BEIK, J. et al. Nanotechnology in hyperthermia cancer therapy: From fundamental
principles to advanced applications. Journal of Controlled Release, v. 235, p. 205-
221, 2016.

BERGENHEIM, F. et al. A fully defined 3D matrix for ex vivo expansion of human
colonic organoids from biopsy tissue. Biomaterials, v. 262, n. June, p. 120248, 2020.

CASTIAUX, A. D. et al. Review of 3D cell culture with analysis in microfluidic systems.
Analytical Methods, v. 11, n. 33, p. 4220-4232, 2019.

CEN, C. et al. Improving Magnetofection of Magnetic Polyethylenimine Nanopatrticles
into MG-63 Osteoblasts Using a Novel Uniform Magnetic Field. Nanoscale Research
Letters, v. 14, 2019.

CHOI, J. W. et al. A cancer spheroid array chip for selecting effective drug.
Micromachines, v. 10, n. 10, p. 1-15, 2019.

CO, J. Y. et al. Controlling Epithelial Polarity: A Human Enteroid Model for Host-
Pathogen Interactions. Cell Reports, v. 26, n. 9, p. 2509- 2520.e4, 2019.

FARZIN, A. et al. Comparative evaluation of magnetic hyperthermia performance and
biocompatibility of magnetite and novel Fe-doped hardystonite nanoparticles for
potential bone cancer therapy. Materials Science and Engineering C, v. 98, p. 930—
938, 20109.

FLEDDERMANN, J. et al. Distribution of sio 2 nanoparticles in 3D liver microtissues.
International Journal of Nanomedicine, v. 14, p. 1411-1431, 2019.

35



GIUSTINI, A. J. et al. Magnetic Nanoparticle Hyperthermia in Cancer Treatment. Nano
Life, v. 1, p. 1-23, 2013.

GODET, |I. et al. Fate-mapping post-hypoxic tumor cells reveals a ROS-resistant
phenotype that promotes metastasis. Nature Communications, v. 10, n. 1, p. 1-18,
20109.

GRASSET, F. et al. Magnetic nanoparticle design for medical diagnosis and therapy.
Journal of Materials Chemistry, v. 14, n. 14, p. 2161-2175, 2004.

HANAHAN, D.; WEINBERG, R. A. Hallmarks of cancer: The next generation. Cell, v.
144, n. 5, p. 646674, 2011.

HEREA, D. D. et al. Comparative effects of magnetic and water-based hyperthermia
treatments on human osteosarcoma cells. International Journal of Nanomedicine,
v. 13, p. 5743-5751, 2018.

IARC. IARC. Disponivel em: <https://gco.iarc.fr/>.

ICONARU, S. L. et al. Synthesis and characterization of polysaccharide-maghemite
composite nanoparticles and their antibacterial properties. Nanoscale Research
Letters, v. 7,n. 1, p. 1-8, 2012.

LANGAN, L. M. et al. Spheroid size does not impact metabolism of the B-blocker
propranolol in 3D intestinal fish model. Frontiers in Pharmacology, v. 9, n. AUG, p.
1-10, 2018.

LIU, X. et al. Ferrimagnetic Vortex Nanoring-Mediated Mild Magnetic Hyperthermia
Imparts Potent Immunological Effect for Treating Cancer Metastasis. ACS Nano, V.
13, n. 8, p. 8811-8825, 2019.

LIU, X. L. et al. Magnetic Vortex Nanorings: A New Class of Hyperthermia Agent for
Highly Efficient in Vivo Regression of Tumors. Advanced Materials, v. 27, n. 11, p.
1939-1944, 2015.

MAHMOUDI, K. et al. Magnetic hyperthermia therapy for the treatment of glioblastoma:
a review of the therapy’s history, efficacy and application in humans. International
Journal of Hyperthermia, v. 34, n. 8, p. 1316-1328, 2018.

MONSERRAT, B.; VILLAR, G. artigo hipertermia magnética. [s.d.].

NEHOFF, H. et al. Nanomedicine for drug targeting: Strategies beyond the enhanced
permeability and retention effect. International Journal of Nanomedicine, v. 9, n. 1,
p. 2539-2555, 2014.

NIELSEN, O. S. et al. A future for hyperthermia in cancer treatment? European
Journal of Cancer, v. 37, n. 13, p. 1587-1589, 2001.

OSSEIRAN, S. et al. Longitudinal monitoring of cancer cell subpopulations in

monolayers, 3D spheroids, and xenografts using the photoconvertible dye DiR.
Scientific Reports, v. 9, n. 1, p. 1-10, 2019.

36



RAMOS-DOCAMPO, M. A. et al. Microswimmers with Heat Delivery Capacity for 3D
Cell Spheroid Penetration. ACS Nano, v. 13, n. 10, p. 12192-12205, 2019.

ROMA-RODRIGUES, C. et al. Targeting tumor microenvironment for cancer therapy.
International Journal of Molecular Sciences, v. 20, n. 4, 2019.

SANCHEZ-CABEZAS, S. et al. Combining magnetic hyperthermia and dual T 1/ T 2
MR imaging using highly versatile iron oxide nanoparticles. Dalton Transactions,
2019.

SOUZA, W. et al. The two faces of titanium dioxide nanoparticles bio-camouflage in
3D bone spheroids. Scientific Reports, v. 9, n. 1, p. 1-14, 2019.

TIETZE, S. et al. Spheroid Culture of Mesenchymal Stromal Cells Results in
Morphorheological Properties Appropriate for Improved Microcirculation. Advanced
Science, v. 6, n. 8, 2019.

XIE, W. et al. Shape-, size-and structure-controlled synthesis and biocompatibility of
iron oxide nanopatrticles for magnetic theranostics. Theranostics, v. 8, n. 12, p. 3284—
3307, 2018.

ZANONI, M. et al. 3D tumor spheroid models for in vitro therapeutic screening: A
systematic approach to enhance the biological relevance of data obtained. Scientific
Reports, v. 6, n. November 2015, p. 1-11, 2016.

37



