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RESUMO

Objetivo: Avaliar a terapia de magneto-hipertermia em modelo de tumor de glioblastoma on-a-Chip.
Métodos: As nanoparticulas magnéticas recobertas com aminosilana foram utilizadas para a
terapia da magneto-hipertermia, sendo avaliada a taxa de absorgéo especifica das nanoparticulas
magnéticas em 300 Gauss e 305kHz. Uma pré-cultura de células C6 foi realizada e, seguidamente,
foi feito o cultivo das células 3D no chip. O processo de magneto-hipertermia no chip foi realizado
apds administracdo de 20uL de nanoparticulas magnéticas (10mgFe/mL), utilizando os parémetros
que geraram o valor da taxa de absorgéo especifica. A eficacia da terapia de magneto-hipertermia
foi avaliada pela viabilidade celular por meio dos corantes fluorescentes acetoximetiléster de
calceina (492/513nm), para células vivas, e etidio homodimero-1 (526/619nm), para células
mortas. Resultados: As nanoparticulas magnéticas, quando submetidas ao campo magnético
alternado (300 Gauss e 305kHz), produziram um valor médio da taxa de absorgéo especifica de
115,4+6,0W/g. A cultura 3D das células C6 avaliada por imagem de microscopia de campo claro
mostrou a proliferagdo e a morfologia das células antes da aplicagdo da terapia de magneto-
hipertermia. As imagens de fluorescéncia mostraram diminuicdo da viabilidade das células
cultivadas no organ-on-a-Chip em 20% e 100% apés 10 e 30 minutos, respectivamente, da aplicagao
da terapia de magneto-hipertermia. Conclusao: O processo terapéutico da magneto-hipertermia
no modelo de tumor glioblastoma on-a-chip foi eficaz para produzir lise total das células apés 30
minutos de terapia.

Descritores: Glioblastoma/terapia; Hipertermia; Nanoparticulas; Microfluidica; Células C6

ABSTRACT

Objective: To evaluate the magnetic hyperthermia therapy in glioblastoma tumor-on-a-Chip model
using a microfluidics device. Methods: The magnetic nanoparticles coated with aminosilane were
used for the therapy of magnetic hyperthermia, being evaluated the specific absorption rate of the
magnetic nanoparticles at 300 Gauss and 305kHz. A preculture of C6 cells was performed before
the 3D cells culture on the chip. The process of magnetic hyperthermia on the Chip was performed
after administration of 20uL of magnetic nanoparticles (10mgFe/mL) using the parameters that
generated the specific absorption rate value. The efficacy of magnetic hyperthermia therapy
was evaluated by using the cell viability test through the following fluorescence staining: calcein
acetoxymethyl ester (492/513nm), for live cells, and ethidium homodimer-1 (526/619nm) for dead
cells dyes. Results: Magnetic nanoparticles when submitted to the alternating magnetic field
(300 Gauss and 305kHz) produced a mean value of the specific absorption rate of 115.4+6.0W/qg.
The 3D culture of C6 cells evaluated by light field microscopy imaging showed the proliferation and
morphology of the cells prior to the application of magnetic hyperthermia therapy. Fluorescence
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images showed decreased viability of cultured cells in organ-on-
a-Chip by 20% and 100% after 10 and 30 minutes of the magnetic
hyperthermia therapy application respectively. Conclusion: The study
showed that the therapeutic process of magnetic hyperthermia in the
glioblastoma on-a-chip model was effective to produce the total cell

lise after 30 minutes of therapy.

Keywords: Glioblastoma/therapy; Hyperthermia; Nanoparticles;
Microfluidics; C6 cells

1 INTRODUGAO

Na ultima década, a nanotecnologia e os nanomateriais
deram lugar a uma nova area na medicina, a denomi-
nada “nanomedicina”.(*» Como resultado das pesquisas
desenvolvidas nesta area, diversos produtos ja estao
sendo comercializados e usados na clinica médica,®¥
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como as nanoparticulas biocompativeis aplicadas tan-
to na terapia como no diagnéstico de tumores.® Uma
das técnicas aplicadas no tratamento de tumores € a
terapia hipertérmica, que utiliza estratégias baseadas
em ondas de radiofrequéncia, ultrassom e microndas,
bem como tratamentos com laser associado ao uso de
nanoparticulas com propriedades magnéticas.®® As na-
noparticulas magnéticas (NPM), quando submetidas a
um campo magnético alternado (CMA), geram aqueci-
mento, mediante a transformacao de energia magnética
em energia térmica usada no tratamento de tumores,
como mostrado na figura 1. O incremento da tempera-
tura, denominando de hipertermia, usando NPM, cor-
responde ao que ¢ chamado de terapia de magneto-hi-
pertermia (MHT). A MHT tem sido alvo de pesquisas
no tratamento de tumores de glioblastoma (GBM)

CMA

O NPM

MHT: magneto-hipertermia; NPM: nanoparticulas magnéticas; CMA: campo magnético alternado; B: campo magnético; freq: frequéncia de oscilagdo do campo magnético

Figura 1. Terapia de magneto-hipertermia. (A) Terapia da magneto-hipertermia in vivo: nanoparticulas magnéticas sao injetadas localmente no tumor de glioblastoma

e submetidas ao campo magnético alternado; (B) Processo de magneto-hipertermia on-a-chip: nanoparticulas magnéticas dispersas em meio aquoso séo injetadas na
cavidade central do chip, entrando em contato com a cultura 3D de células tumorais e submetidas posteriormente ao campo magnético alternado. O detalhe em quadro
de cor vermelha mostra a solugéo das nanoparticulas magnéticas em cor marrom preenchendo a cavidade do chip; (C) Dispositivo microfluidico (chip)
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devido ao fato de ser um dos tumores cerebrais malig-
nos primdrios mais letais e que apresentam resisténcia
ao tratamento de quimioterapia e radioterapia, mesmo
apOs intervencao cirdrgica. Ainda que existam muitos
avancos terapéuticos, o desenvolvimento de pesquisas
sobre o tratamento do GBM ¢ incipiente.

O tratamento do GBM, mediante a técnica de
MHT,(*1M consiste na administracio de NPM no tecido
tumoral e no aquecimento das células tumorais a uma
temperatura entre 41 a 43°C, mediante aplicacdo do
CMA, dependente do campo magnético (B) e frequén-
cia de oscilagao (freq) como é mostrado na figura 1A.

Estudos de GBM com a técnica da MHT vém se
destacando por apresentarem aumento da sobrevida do
paciente quando comparado a outros tratamentos, além
de ndo apresentar efeitos colaterais relevantes.(213)

A avaliacdo de novas abordagens terapéuticas vi-
sando ao tratamento do GBM por meio da técnica da
MHT foi demonstrada nos modelos in vitro e muri-
nos, mas os modelos in vitro nao respondem de forma
clara, porque ndo sao capazes de mimetizar o tumor
no ambiente no qual ele se encontra, e, nos modelos
murinos, existe uma diferenca entre usar modelos xe-
nograficos ou autdlogos.¥ Entretanto, no modelo de
cultura celular 3D, que utiliza a tecnologia dos dispo-
sitivos microfluidicos (chip), as células tumorais culti-
vadas mimetizam o desenvolvimento do tecido tumo-
ral de maneira mais proxima do real,!¥ possibilitando,
nesse sistema, a avaliagao de abordagens terapéuticas,
como da MHT, o que ndo acontece no modelo 2D
in vitro, o qual nao se mostra tdo eficiente para visuali-
zar o comportamento de células cancerigenas durante
a cocultura.(>19

Com o uso da modalidade organ-on-a-chip, € possivel
mimetizar tumores de GBM e aplicacao da terapia da
MHT ap6s a administracdio das NPM dispersas no
meio aquoso nas cavidades do chip, como mostrado
na figura 1B. Existem algumas geometrias apropriadas
para o desenvolvimento do modelo de GBM on-a-
chip, como canais adequados para o desenvolvimento
do tecido tumoral, correta administracao de drogas/
nanoparticulas, troca de fluidos para a manutencao
celular, entre outras (Figura 1C). Outra vantagem de
desenvolver o tecido tumoral e avaliar a terapia de
MHT on-a-chip esta na adequacao as diretrizes dos 3Rs
(Reducao, refinamento e substituicdo - replacement,
reduction, e refinement) reduzindo o uso de animais.

OBJETIVO

Avaliar a eficiéncia da terapia de magneto-hipertermia
em tumores de glioblastoma on-a-chip.

METODOS

O estudo foi realizado no Centro de Pesquisa
Experimental e no Centro de Experimentacdo e
Treinamento em Cirurgia do Instituto Israelita de
Ensino e Pesquisa do Hospital Albert Einstein, Sao
Paulo, Brasil.

Nanoparticulas magnéticas

As NPM dispersas em meio aquoso formando um fer-
rofluido, disponiveis comercialmente como fluidMAG-
Amine (Chemicell, Berlin, Germany), foram usadas
na terapia da MHT no modelo GBM on-a-chip. As
NPM possuem nucleo com fase cristalina da magnetita
(Fe,0,), sendo cobertas com aminosilana, que as torna
biocompativeis. O didmetro hidrodinamico das NPM é
de 100nm, com nimero de nanoparticulas ~1,8x10%/g
e densidade de ~1,25g/cm?.

Descricao do equipamento de magneto-hipertermia
A terapia de MHT no dispositivo microfluidico foi
aplicada usando sistema de aquecimento magnéti-
co composto por: aplicador DM100 (nB nanoScale
Biomagnétics, Zaragoza, Spain) de campo magnético
ajustavel (50-300 Gauss) em diversos modos de
frequéncias (305, 557, 715 e 874kHz); e um moédulo
controlador DMC1 (nB nanoScale Biomagnétics,
Zaragoza, Spain), que permitiu realizar a programa-
¢ao dos ensaios, monitorizacdo das medigoes e analise
dos resultados. A monitorizacdo da temperatura foi
realizada mediante sonda de temperatura de fibra 6tica
(Luxtron 3204, Luxtron Corporation, Northwestern
Parkway, CA, USA). O sistema foi controlado pelo
software MaNiaC (nB nanoScale Biomagnétics, Zaragoza,
Spain), que facilitou a programacao e o processamento
de dados.

Determinacao da taxa de absorgao especifica das
nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro

A determinagao da taxa de absorcao especifica (SAR -
specific absorption rate) das NPM (10mgFe/mL) foi
realizada submetendo estas ao CMA (300 Gauss,
305kHz), registrando a variacdo da temperatura no
tempo e que, para fins estatisticos, foram realizadas
em quatro medidas. O célculo da SAR foi realiza-
do mediante o software MaNiaC, utilizando a relacao

SAR (W/g) = MwpCapt My (dT/dt)max,
Myp
onde myp € a massa das NPM, m; massa da dgua
(1000kg/m3), cyp o calor especifico da magnetita
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(0,16kCal/kg°C), ¢, o calor especifico da agua (1,0kCal/
kg°C) e (dT/dt)max ¢ maxima variagao da curva de aque-
cimento das NPM.

Pré-cultura celular da linhagem C6

Foram utilizadas, neste estudo, células C6 de glioma,
uma linhagem de GBM multiforme de ratos (Banco
de Células de Rio de Janeiro — BCRJ, cddigo: 0057),
que tem a capacidade de formar tumores in vivo e com-
partilhar varias caracteristicas malignas com o GBM
humano.(t”!® Estas células C6 foram cultivadas em
meio RPMI (GIBCO® Invitrogen Corporation, CA,
USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) (GIBCO® Invitrogen Corporation, CA, USA),
1% de penicilina-estreptomicina (GIBCO® Invitrogen
Corporation, CA, USA) e 1% de L-glutamina (GIBCO®
Invitrogen Corporation, CA, USA) a 37°C (5% CO,),
em garrafas de cultura celular de 75cm? (Corning,
USA). Ao atingir confluéncia celular de 85%, as células
foram tripsinizadas utilizando 0,25% tripsina (GIBCO®
Ivitrogen Corporation, CA, USA), coletadas, centrifu-
gadas a 800rpm por 5 minutos, ressuspensas em meio
de cultura na concentracao celular de 107 células/mL e
mantidas resfriadas em banho de gelo.

Cultura celular 3D das células C6 on-a-chip

Para mimetizar o tecido tumoral de GBM, foi uti-
lizada o dispositivo microfluidico da SynVivo Inc
(Huntsville, AL, US). Este chip era formado por dois
compartimentos, um central e outro externo, separados
por interface porosa, visando a cultura de células C6 em
3D na cavidade central, sendo preparado como descrito
no protocolo da SynVivo."” Basicamente, 15uL de
Matrigel® (40mg/cm?) (EMD Milipore, Billerica MA)
foram injetados no compartimento central, utilizando
seringa e tubulacio estéril de Tgon (0,02” ID X 0,06” OD)
(SynVivo Inc, Huntsville, AL, US) e mantidos na ge-
ladeira a 5°C por um periodo de 2 horas. Meio de
cultura RPMI nao suplementado foi injetado para lava-
gem do compartimento, e as células C6 (107celalas/mL)
foram semeadas na cavidade central, a uma vazao
de 2ul/minuto, utilizando bomba 11 Elite Nanomite
(Harvard Apparatus, Holliston, MA). No compartimen-
to externo, foi escoado RPMI suplementado com 10%
SFB a 5ul/minuto e mantido durante todo o periodo
de cultura. O chip foi colocado em estufa de didxido
de carbono a 5% e 37°C para a cultura 3D das células
C6, com troca do meio de cultura da cavidade a cada 4
horas, durante 48 horas.
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Ensaio do processo de magneto-hipertermia no
glioblastoma on-a-chip

Ap0s 48 horas de cultura 3D das células C6 on-a-chip,
foi realizado o ensaio de MHT. Para tal finalidade, o
chip foi retirado da estufa, e a cavidade central foi lava-
da com RPMI (0%SFB); seguidamente, foram injeta-
dos 20uLL de NPM, na concentracao de 10mgFe/mL no
mesmo local, utilizando a bomba de infusao. O chip foi
levado ao equipamento de MHT e colocado no aplica-
dor, como mostrado na figura 2. O experimento foi pla-
nejado para aplicacdo do CMA (300 Gauss, 305kHz) no
chip por um periodo de 30 minutos. Com a finalidade
de ter o controle da temperatura na faixa terapéutica
de 41 a 43°C, foi utilizada quantidade da suspensdo
coloidal de NPM (200uL contidos em um eppendorf na
concentragdo de 10mgFe/mL) como amostra referen-
cial, que foi submetida ao mesmo CMA, em conjunto
com o chip e a temperatura monitorada mediante o
sistema de fibra Otica.

Figura 2. Aplicacéo da magneto-hipertermia no glioblastoma on-a-chip. (A)
Equipamento de magneto-hipertermia e o aplicador de campo magnético
alternado (seta amarela indica a localizagéo do chip); (B) Imagem mostrando o
chip inserido na regido central da bobina que gera o campo magnético alternado;
(C) Tumor de glioblastoma on-a-chip para a terapia da magneto-hipertermia

Avaliacao da eficiéncia do processo de
magneto-hipertermia no glioblastoma on-a-chip

A avaliacdo da eficiéncia da terapia de MHT no GBM
on-a-chip foi realizada usando o kit LIVE/DEAD®
(Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) de ensaio
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de viabilidade e/ou toxicidade celular, mediante ima-
gem de fluorescéncia, no qual foram usados 4mM de
acetoximetiléster de calceina (Ca-AM) e 12mM de eti-
dio homodimero-1 (EthD-1). A fluorescéncia de ambos
0s corantes ocorre ao interagir com células vivas (para
Ca-AM - excitagdo/emissdo: 492/513nm) ou mortas
(para EthD-1 - excitacao/emissao: 526/619nm). O ver-
de fluorescente da acetoximetiléster indica a atividade
de esterase intracelular de células viaveis, e o vermelho
fluorescente do EthD-1 indica perda de integridade da
membrana plasmatica. A analise da viabilidade celular
antes e ap0s a terapia de MHT nas células tumorais
on-a-chip foi realizada injetando 15uL da solucao for-
mada por Ca-AM e EthD-1 na cavidade central do chip
e, seguidamente, foram registradas imagens de fluo-
rescéncia, utilizando um microscopio invertido Nikon
Eclipse Ti-E (Tokio, Japan). As contagens de células
vivas (verde) e mortas (vermelhas) foram feitas nas duas
regioes do organ-on-a-chip (regido I e 11, a bifurcacdo da
entrada dos fluidos e a cavidade central do chip, respecti-
vamente). O experimento desde o cultivo celular 3D até
a avaliacdo da viabilidade celular foi repetido trés vezes.

RESULTADOS

Avaliacao da taxa de absorcao especifica das
nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro

A capacidade de aquecimento das NPM foi caracte-
rizada para aplicacdo na terapia da MHT. A curva de
aquecimento das NPM ¢ mostrada na figura 3, indican-
do rapido incremento da temperatura em um periodo
de 60 segundos. O inset da figura 3 (box plot) mostra a
avali¢do da distribuicdo dos valores da SAR com valor
médio de 115,4+6,0W/g.
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B: campo magnético; f: frequéncia de oscilagdo do campo magnético; SAR: taxa de absorcdo especifica; NPM:

nanoparticulas magnéticas.

Figura 3. Curva de aguecimento das nanoparticulas magnéticas submetidas a um

campo magnético alternado de 300 Gauss e frequéncia de oscilagdo de 305kHz.

0 inset mostra a distribuicdo dos valores da taxa de absorcéo especifica das

nanoparticulas magnéticas

Cultura celular 3D das células C6 on-a-chip

A cultura 3D das células C6 foi realizada na cavidade
central do chip e avaliada mediante imagens de micros-
copia de campo claro. A figura 4, mostra imagens de
células C6 em cultura apds 4 e 48 horas da semeagao
(Figuras 4A e 4B), respectivamente, assim como a mor-
fologia das células C6 e sua proliferacao (Figuras 4C e
4D) respectivamente, na regiao central do chip.

Figura 4. Imagens de microscopia de campo claro da cultura celular 3D de
células C6 on-a-chip. Imagem de células aderidas na cavidade central do chip
apos (A) 4 horas e (B) 48 horas de cultivo (4X); (C) Colonia de células C6 e sua
morfologia (20X) e (D) Detalhes da proliferagéo celular (4X)

Nas imagens da figura 4, pode-se observar o inicio
do crescimento das células C6 em regioes isoladas for-
mando ilhas, com a proliferacdo celular nas ilhas, dan-
do inicio ao cultivo celular em 3D sobre a estrutura de
Matrigel® mimetizando a formacao de um tecido tumo-
ral de GBM.

Avaliacao da eficiéncia da terapia da magneto-

hipertermia no tumor de glioblastoma on-a-chip

Ap6s crescimento do tecido tumoral no chip, foi aplica-
da a terapia de MHT para realizacido do ensaio de via-
bilidade das células C6, como mostrado na figura 5. O
dispositivo microfluidico na figura SA mostra as regioes
de avaliacdo da viabilidade celular indicadas por qua-
dros nas cores azul (regido I, mostrando a bifurcacdo da
entrada de fluidos) e vermelho (regido II, mostrando a
cavidade central). As figuras 5B e 5C mostram imagens
de microscopia de campo claro do cultivo de células C6
nas regioes I e I, respectivamente. Nas figuras 5D e SE,
sdo apresentadas imagens de fluorescéncia que corres-
pondem as células C6 vivas reagentes a Ca-AM antes
da terapia de MHT, nas regides I e II do Chip, respec-

einstein (Sao Paulo). 2020;18:1-8
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Pré MHT

MHT - 10min MHT - 30min

Figura 5. Ensaio de viabilidade das células C6 mostrando células vivas coradas com acetoximetiléster de calceina (verde) e células mortas coradas com etidio

homodimero-1 (vermelho). (A) No dispositivo microfluidico, estéo ressaltadas as duas regides de andlise: na cor azul, a regido | (a bifurcacéo da entrada de fluidos no chip) e,
na cor vermelha, a regido Il (a cavidade central do chip); (B e C) Imagens de microscopia de campo claro, mostrando o cultivo de células nas regides | e Il, respectivamente.

(D e E) Imagens de fluorescéncia das células C6 vivas (em verde) antes da terapia da magneto-hipertermia. (F e G) Imagens de fluorescéncia das células C6 vivas (em verde)
e mortas (em vermelho), apés 10 minutos da terapia da magneto-hipertermia no chip. (H e J) Imagens de fluorescéncia das células C6 mortas (em vermelho) nas regioes | e
Il de andlise, apés 30 minutos de terapia de magneto-hipertermia. Todas as imagens de fluorescéncia apresentadas sao compostas da sobreposicéo das imagens resultantes

da andlise de cada corante fluorescente (acetoximetiléster de calceina e etidio homodimero-1) e subtragao posterior do background

tivamente. Na figura 5F e 5G, observamos a imagem
de fluorescéncia da regiao I e II com células C6 vivas
(verde) e mortas (vermelho) que reagiram ao Ca-AM
e EthD-1, respectivamente, ap6s 10 minutos da terapia
de MHT no GBM on-a-chip. Na figura SH e 5J, verifica-
mos, por meio das imagens de fluorescéncia das regioes
I e II, respectivamente, somente as células C6 mortas
(vermelho) que reagiram com o corante EthD-1, apos
30 minutos de terapia de MHT.

Os ensaios de fluorescéncia da figura 5 mostraram
que NPM com valor de SAR (115,4+6,0W/g) foram
adequadas para o aquecimento do tecido tumoral até
a temperatura terapéutica, quando submetidas a um
CMA com campo magnético de 300 Gauss e frequéncia
de 305kHz. O tratamento hipertérmico mostrou redu-
cao da viabilidade celular em 20%, ap6s 10 minutos, e
em 100% ap6s 30 minutos de MHT, mediante o uso do
kit de viabilidade celular (LIVE/DEAD®).

DISCUSSAO

A microfluidica tem proporcionado grande desenvol-
vimento na engenharia de tecidos, visando ao enten-
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dimento de processos bioldgicos em estudos in vitro.®"
O desenvolvimento destes sistemas microfluidicos para
mimetizar tumores estd sendo utilizado em diversas te-
rapias, despertando o interesse na comunidade cienti-
fica, afim de substituir o uso de modelos murinos.?'?)
Uma destas terapias € a aplicagao de tratamentos hiper-
térmicos, como o MHT em tumores.

Estudos de MHT em células tumorais utilizando
NPM mostram grande potencial no tratamento para tu-
mores de GBM, porém, devido a variedade de parame-
tros da aplicacao de MHT e ao uso de diferentes tipos
de células tumorais, tem sido dificil a avaliagao de quais
sao os melhores parametros desta terapéutica no trata-
mento tumoral, bem como configura-se um obstaculo
para aplicacdo desta modalidade como padrao no tra-
tamento de GBM.® Isto pode ser verificado na revisao
de Gupta et al.,* que descreveram os diferentes para-
metros de aplicacio do MHT em modelos de tumor in
vitro e as caracteristicas da NPM utilizadas. No estudo
de Hanini et al.,®® foi realizada a avaliagaio do MHT
em células de glioma (U87-MG) tratadas com NPM de
v-Fe,O, recobertas com poliol, com didmetro de 10nm,
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na concentracao de 5S0ugFe/mL, submetidas ao CMA
com frequéncia de oscilacao de 700kHz e campo mag-
nético de 289,670e, com tempo de aplicacao de 60 mi-
nutos mantendo-se a uma temperatura terapéutica de
42°C e mostrando diminuicdo na viabilidade celular de
50%. Em outro estudo, foram utlizadas células de glioma
T-9 e NPM a base de magnetita com didmetro de 35nm
na concentracao de 7,2mgFe/mL, aplicando CMA com
118kHz e 383,720e, alcancando lise celular de 100%,
em 60 mimutos.?” Ja com a mesma célula tumoral uti-
lizada em nosso estudo, Gupta et al.,®® avaliaram as cé-
lulas de glioma C6 de rato e fibroblasto de camundongo
NIH3TS3, utilizando NPM de Fe,O, revestidas com es-
teviosideo, de 4,62nm de didmetro, na concentragao de
100ugFe/mL, aplicando CMA com 405kHz e 1680e du-
rante 30 minutos, alcancando temperatura terapéutica
de 43°C, e mostrando decréscimo na viabilidade celular
de 40% e, ap6s 4 horas de cocultura, diminui¢ao adicio-
nal de 34%. O aprimoramento dos nanomateriais para
esta abordagem terapéutica também tem sido foco de
estudo para a obtencao da melhor SAR, que reflete na
eficiéncia da técnica de MHT.

Ja em estudos in vivo, como de Jordan et al.,*® foi
avaliada a eficéacia da terapia da MHT, em tumor cere-
bral de ratos Fisher induzido com células RG-2, com
dois tipos de NPM, uma recoberta com aminosilana
e outra com dextrana, mostrando que a aplicacao do
CMA (100kHz e 225,720¢) com NPM recoberta com
aminosilana foi mais eficiente na diminuicdo da taxa
de proliferacao celular do que quando revestidas com
dextrana. Este estudo apresentou valores de SAR ade-
quada, na faixa de 10 a 100W/g — valores considera-
dos tipicos de SAR para este tipo de aplicacao.®” Em
nosso estudo, as NPM de 6xido de ferro (magnetita)
também foram recobertas com aminosilana e o valor
médio de SAR destas NPM foi de 115,4+6,0W/g. Es-
tudos clinicos reportados na literatura®-® também tém
usado este tipo de NPM recoberto com aminosilana, e
os parametros de aplicacio de MHT sao semelhantes
aos usados em nosso estudo de GBM on-a-chip. Estas
caracteristicas similares, como também a utilizacao de
células tumorais C6 que mimetizam o GBM humano,
auxiliam na transposicdo dos dados para o modelo hu-
mano, permitindo melhor avaliacdo de abordagens te-
rapéuticas alternativas, como o MHT, combinadas ou
nao com outras técnicas em doengas com alta severi-
dade e baixa resposta aos tratamentos convencionais
como sao as GBM.

Atualmente, o modelo organ on-a-chip de GBM
tem sido utilizado para avaliar a capacidade de modelar
a progressao de regioes hipercelulares do GBM, obser-

vada em pacientes, imitando a obstrugao de vasos san-
guineos e modelando a entrega de nutrientes e gradien-
tes de oxigénio durante a evolu¢ao do GBM;®* triagem
de drogas de alto rendimento e liberacao prolongada
de drogas;®>37 avaliar o compartimento vascular que
apresenta uma rede de vasos em comunicacdo com
tumores solidos 3D imitando microambiente do tu-
mor, incluindo o conhecido como efeito Enhanced
Permeability and Retention (EPR),®® entre outros. Por-
tanto, a optimizacido da terapia da MHT em um dis-
positivo microfluidico que mimetize as caracteristicas
do GBM se apresenta com potencial aplicagao para o
translacional em humanos.

O modelo de GBM on-a-chip do presente trabalho
proporcionou bases para a implementacao da metodo-
logia da técnica de MHT, visando avaliar seu potencial
terapéutico em GBM temporalmente, embora nosso
modelo tenha apresentado um fator limitante, que foi a
falta da rede vascular associada ao tecido tumoral, mas
que deve ser implementada em trabalhos futuros.

CONCLUSAO

O presente estudo mostrou eficiéncia da terapia de mag-
neto-hipertermia no tratamento de tumor de glioblasto-
ma on-a-chip, com lise de todas as células tumorais apds
30 minutos de terapia de magneto-hipertermia, usando
nanoparticulas de 6xido de ferro recobertas com ami-
nosilana (usadas em ensaios clinicos). Também, o valor
de taxa de absorcao especifica foi o tipicamente usado
em ensaios de terapia de magneto-hipertermia em tu-
mores de glioblastoma humano.
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