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Resumo:

As nanoparticulas magnéticas vém se tornando uma alternativa interessante,
contrapondo o tratamento convencional do cancer. No entanto, poucos
estudos séo relatados envolvendo sua atividade biologica frente ao cancer
de mama. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito citotoxico
e 0 mecanismo de acdo de nanoparticulas magnéticas de ferrita de cobalto
(CoFe,0,4) sobre células de adenocarcinoma de mama (MCF-7). Para isto,
foram realizados ensaios de citotoxicidade celular in vitro das MNPs em
células tumorais MCF-7, pelo método de MTT. Os resultados mostraram que
as nanoparticulas foram citotoxicas para a célula em ambos os periodos de
tratamento realizados.

Introducao

O céancer tem se tornado uma das maiores causas de morte nos
ultimos anos, sendo o cancer de mama o segundo tipo de cancer que mais
comumente acomete mulheres (29,5%) no Brasil (INCA). Uma das principais
caracteristicas dessa patologia € a presenca de alteracdes genéticas nas
células. Essas alteracbes podem ser causadas por fatores internos,
relacionados a genética, e fatores externos, isto é, causados pelo ambiente
no qual a doente fora exposta (AMENDOLA; AMENDOLA,; VIEIRA, 2005).

Tém se investido muito em nanotecnologias a fim de alcancar
terapéuticas mais eficazes para estas neoplasias. Nas Ultimas décadas, a
aplicacdo de nanoparticulas magnéticas (MNPs) em tratamentos e
diagnodstico de outros céanceres tem sido extensivamente explorada
(PASUKONIENE et al., 2014). No ambito da nanotecnologia, tém-se o 6xido
de cobalto de ferro (CoFe,04), uma das nanoparticulas magnéticas mais
exploradas, pois apresenta alta estabilidade quimica, caracteristicas e
propriedades magnéticas sintonizaveis, potencial de geracdo de calor, e
ainda trata-se de uma nanotecnologia rentavel (AHAMED et al., 2016;
SRINIVASAN et al., 2018).
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Por apresentar como propriedade a geragcao de calor, estas MNPs,
guando submetidas a vibrages, podem gerar hipertermia, causando a morte
celular. Desse modo, esta pode se tornar uma potencial alternativa para
substituir ou agregar ao tratamento convencional do cancer (YALLAPU et al.,
2011). Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar a citotoxicidade e

acao de nanoparticulas de ferrita de cobalto (CoFe,O,) em células de
adenocarcinoma de mama (MCF-7).

Materiais e métodos

NANOPARTICULAS

As nanoparticulas de ferrita de cobalto (NPMag) foram cedidas pelo
Professor Doutor Luiz Fernando Cética do Grupo de Desenvolvimento de
Dispositivos Multifuncionais do Departamento de Fisica da Universidade
Estadual de Maringa — UEM.

LINHAGEM CELULAR

A linhagem celular de adenocarcinoma de mama, MCF-7 livres de
contaminacdo por micoplasma, foram cultivadas em frascos de cultura
contendo meio de cultura completo (DMEM suplementado com 10% de SBF,
5000 U/ml de penicilina e 5 mg/ml de estreptomicina) e mantidas em
incubadora de CO, (5%), com umidade de 95%, a 37°C. O cultivo celular foi
acompanhado diariamente em microscopio invertido (Olympus®, modelo
CKX 41), e o meio trocado quando observado pH &cido. Apds a formacao da
monocamada célular as células foram tripsinizadas por 1 min, ressuspensas
em meio DMEM contendo 10% de SFB e transferidas para novas garrafas.

ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

As células foram plagueadas em placa de 96 pocos com
concentracdo de 2,5 x10° céls/ml, apés isso, foram tratadas com as MNPs
nas concentracdes de 100, 50, 25, 12.5, 6.25 pg/mL. Entdo, a monocamada
de MCF-7 foi lavada com PBS e incubada durante 4 horas com 50 pyL de
MTT (brometo de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazdlio formazam; 2
mg/mL). Apés o periodo de incubacao, foram adicionados 150 uL de DMSO,
e a absorbancia foi lida num leitor de microplacas (BIO-TEK Power Wave
XS) a 570 nm. A percentagem de células vidveis foi calculada em
comparacao com ceélulas nao tratadas. Finalmente, a concentracao citotoxica
50% (CCsp) foi determinada. Os experimentos foram realizados em triplicata.

DETERMINACAO DA GERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE
OXIGENIO (ERO) TOTAIS

As espécies reativas de oxigénio (ERO) totais foram detectadas
usando a sonda fluorescente 2', diacetato de 7'-diclorodihidrofluoresceina
(H2DCFDA, Molecular Probes, Leiden, Holanda). Este € um composto
estavel que se difunde facilmente na célula e é hidrolisado por esterase
intracelular para produzir DCFH (2, 7 diclorofluoresceina), um composto ndo
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fluorescente. Em seguida, na presenca de ERO o DCFH é oxidado para um
composto fluorescente 2,7-diclorofluoresceina (DCF). A deteccédo de DCF
esta proporcionalmente relacionada a quantidade de ROS gerada dentro da
célula (ARANDA et al., 2013). As células MCF-7 foram semeadas em placas
pretas de 96 pocos a uma densidade de 2,5 x 105 células/mL, mantidas em
estufa a 37 °C com 5% de CO2 por 24 h. Apés lavagem com PBS, foram
tratadas com as MNPs, nas concentra¢des de 100, 50, 25, 12.5, 6.25ug/mL
e incubadas a 37 °C e 5% de CO2 por 48 horas. Apos 48 h de incubacéao, as
células foram marcadas com 5 yM de H2DCFDA a 37 °C durante 30 min no
escuro e depois lavadas uma vez com PBS. Os sinais foram entéo lidos em
excitacao 485 nm/emissao 535 nm usando um espectrofluorimetro
(VICTORTM X83; PerkinElmer).

Resultados e Discussao

Foi realizada a manutencdo da cultura celular das células de
adenocarcinoma de mama (MCF-7) ao longo de toda a pesquisa. A
avaliacdo do efeito citotoxico in vitro das nanoparticulas de CoFe,O, em
células MCF-7 evidenciou uma citotoxicidade significante na concentracao
de 100 pg/mL no tratamento de 24h (Figura 1A). Em concentracbes maiores,
essa toxicidade celular provavelmente seria ainda mais expressiva,
enquanto que, no tratamento de 48h, essa significancia foi observada nas
concentracbes superiores a 50 pg/mL (Figura 1B). Desta forma, as
nanoparticulas apresentaram um resultado promissor, revelando um
potencial anti-tumoral frente as células MCF-7.

A B

MTT - Ferrita de cobalto 24 Hrs
120+

MTT - Ferrita de cobalto 48Hrs
1.5+

% Viabilidade celular- MCF7
% Viabilidade celular MCF7

Concentragdo de nanoparticula ug/mL [1 Concentragéo de nanoparticulas pg/mL

Figura 1. Ensaio de viabilidade celular (MTT) das células MCF7 tratadas com as
nanoparticulas de ferrita de cobalto por 24 (A) e 48 (B) horas.

Com relacéo ao ensaio de mecanismo de acao, realizado por meio da
determinacado da geracéo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) Totais,
ainda nao foram encontrados resultados significantes para serem
apresentados.
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A partir desses resultados pode-se concluir que as nanoparticulas
foram citotdxicas para as células de cancer de mama (MCF7), em ambos 0s
periodos de tratamento a que foram expostas.

Conclusoes
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