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CAPITULO 7

Magneto-hipertermia aplicada ao
tratamento do cancer

Ailton Sousa-Junior'; Harley Rodrigues™?; Marcus Carrido’;
Elisangela Silveira-Lacerda?; Andris Bakuzis'

1. Historico

A magneto-hipertermia, também conhecida como hipertermia mag-
nética (HM), consiste em um aumento controlado de temperatura,
dentro de uma faixa terapéutica de interesse, como consequéncia
da interacdo dos momentos de dipolo magnéticos de nanoparticulas
magnéticas com um campo magnético alternado externo aplicado
a estas'®. A dissipacéo de energia térmica pode ocorrer tanto pelo
mecanismo conhecido como relaxagdo de Néel-Brown*, em que o
momento magnético da nanoparticula rotaciona internamente, sem
necessariamente girar a nanoparticula, quanto por atrito entre as nano-
particulas, em movimento de rotacéao, e o liquido carreador onde estéo
dispersas, sob a influéncia do campo externo, mecanismo conhecido
como relaxacdo de Brown™®. Nos dois mecanismos, a geracéo de calor
acontece por causa do surgimento de uma curva de histerese, na faixa
de frequéncia terapéutica (100-300 kHz), fendmeno as vezes denomi-
nado histerese dindmica®". A eficiéncia desses dois mecanismos de
relaxacdo depende de propriedades intrinsecas, tais como tamanho,
magnetizagédo, anisotropia e polidispersédo das nanoparticulas consti-

1. Instituto de Fisica, Universidade Federal de Goids, Brasil
2. Instituto Federal de Goids, Brasil
3. Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Goids, Brasil

* E-mail: bakuzis@ufg.br
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CAPITULO 7: MAGNETO-HIPERTERMIA APLICADA AO TRATAMENTO DO CANCER

tuintes do fluido magnético; e extrinsecas, tais como a frequéncia e a
amplitude do campo magnético externo aplicado, além da viscosidade
do meio e da camada de cobertura molecular aderida a superficie das
nanoparticulas para garantir sua estabilidade coloidal.

A ideia de usar o fenémeno de dissipacédo histerética em materiais
magnéticos para gerar calor e tratar o cancer ndo é nova. Em 1957, o
cirurgido Robert Gilchrist e seus colaboradores do St. Luke’s Hospital
(Chicago, lllinois) publicaram resultados de um estudo pioneiro (post
mortem) com cdes que apresentavam carcinoma colorretal metasta-
tico™. Foi observado que a resseccédo dos tumores desses cédes nédo
era capaz de eliminar as metédstases alojadas nos linfonodos do teci-
do retroperitoneal. Os pesquisadores fizeram injecdes em diferentes
regides afetadas pelo tumor no corpo dos cées, utilizando um flui-
do magnético polidisperso contendo nanoparticulas de maguemita
(y-Fe,0,) com diametros na faixa de 20-100 nm (inje¢Bes nos tecidos
subserosos, subcutaneo e subperitoneal), na expectativa de que as
nanoparticulas pudessem ser carreadas pelo sistema linfatico e se
acumular nos linfonodos doentes. Andlises histopatoldgicas das areas
injetadas e das areas de drenagem linfatica comprovaram a presenca
de nanoparticulas magnéticas nos linfonodos da camada subserosa
do intestino dos animais (na concentragdo de 5 mg/g de particulas no
linfonodo). Aproximando uma bobina dessas pecas anatdmicas, os
pesquisadores realizaram sua hipertermia magnética ex vivo, aplicando
um campo alternado com amplitude na faixa de 200-240 Oe (15,9-19,0
kA/m) e frequéncia de 1,2 MHz, promovendo um aumento de 14,0 °C em
3 minutos de aplicagdo. O monitoramento da temperatura foi realizado
em apenas um ponto, com um termémetro de coluna de alcool (muito
grande para aferir temperaturas num tumor in vivo). Eles concluiram
que o tamanho e a concentracdo das nanoparticulas no tecido a ser
tratado, bem como a eficiéncia do aquecimento, eram inadequados
para o tratamento das metéstases in vivo. Nenhum experimento in vivo
foi realizado, pelo temor de que os animais pudessem sofrer prejuizos a
sua salde, tais como queimaduras na pele causadas por eddy currents,
dadas a amplitude e a frequéncia do campo magnético utilizado. Toda-
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via, diante da clara necessidade de um procedimento mais eficiente
do que a simples exciséo cirdrgica do tumor principal, deixando para
trds metdstases, e a despeito das limitagdes tecnoldgicas e conceituais
de sua época, Gilchrist et al. preconizaram com bastante otimismo,
hé cerca de 60 anos, a possibilidade de delivery sistémico passivo de
nanoparticulas magnéticas a nodos metastéaticos de uma neoplasia
maligna, para sua posterior utilizagdo em magneto-hipertermia loca-
lizada, o que abriu caminho para futuras aplicagdes em carcinomas
metastaticos de mama, estémago, colorretal, bexiga e préstata's.

Infelizmente, até a presente data, a entrega exclusiva de calor mediada
por hipertermia magnética ainda nédo parece capaz de tratar metds-
tases, apesar de diversos avangos obtidos ao longo dessas décadas.
De fato, a hipertermia magnética somente prosperou a partir da déca-
da de 1990, quando a nanotecnologia comecou a se desenvolver de
forma mais madura, como resultado de melhores métodos de sintese
de nanoestruturas, de manutencédo da estabilidade coloidal e tam-
bém por meio de técnicas de caracterizagdo mais avancadas, como
microscopios de alta resolugéo, entre eles o HR-TEM (High Resolution
Transmission Electron Microscopy ou Microscopia Eletronica de Trans-
missdo de Alta Resolucdo) ou ainda o AFM (Atomic Force Microscopy
ou Microscopia de Forca Atdmica), entre outros. Independentemente
disso, a drea de Medicina Térmica, que utiliza o calor para tratamento
de doencas, cresceu significativamente, desenvolvendo importantes
equipamentos, inclusive varios ja aprovados e utilizados na clinica,
como aqueles para ablag&o por radiofrequéncia (RF), por micro-on-
das, ou ainda o ultrassom focalizado de alta intensidade (conhecido
como HIFU)"2°. H4 no mercado, j& aprovados pelo FDA (Food and Drug
Administration, agéncia reguladora norte-americana), equipamentos
que combinam a hipertermia (nesse caso, promovida por antenas de
micro-ondas) e a ressonancia magnética para o monitoramento da
entrega de calor de forma tridimensional?. Obviamente, essa tecno-
logia e métodos terapéuticos foram inspirados no entendimento dos
mecanismos fisicos de geracéo de calor.

268



CAPITULO 7: MAGNETO-HIPERTERMIA APLICADA AO TRATAMENTO DO CANCER

2. Mecanismos fisicos da hipertermia
magnética

A chave para a compreensdo do fendmeno de hipertermia magnética
estd na descricdo da interacdo da radiacdo eletromagnética (repre-
sentada especificamente nesta aplicacéo pelo campo magnético alter-
nado) com a matéria. Os campos magnéticos e elétricos sdo descritos
pelas equacdes de Maxwell: um conjunto de equagdes que relacionam
as propriedades fisicas desses campos e dos meios pelos quais se
originam. Em condicBes especificas, esses campos propagam-se pelo
espaco na forma de ondas eletromagnéticas, carregando uma deter-
minada energia.

A densidade de energia “armazenada” nos campos que compdem uma
onda eletromagnética é descrita pelo teorema de Poynting. O resulta-
do da interagdo de uma onda eletromagnética que penetra uma deter-
minada regido do espaco dependerd das caracteristicas dessa regido
ou do material que o preenche (permeabilidade, permissividade, con-
dutividade, cargas elétricas etc.). E possivel demonstrar que, de manei-
ra geral, quando um meio material sofre a agdo de um campo eletro-
magnético varidvel no tempo (campo elétrico e magnético B ), héd
geracdo de calor nesse meio (§Q) devido ao trabalho (dW) realizado
pelo campo externo sobre a amostra, convertendo energia eletromag-
nética em energia térmica da seguinte forma??:

j£50= f.;zw:f fg.fdt_ fﬁ-d,ﬁ_ 3@0;\7-&7 av,
V

ciclo ciclo ciclo ciclo ciclo

emque f € a densidade de corrente elétrica no meio material devida a
portadores de carga livres, P é o vetor polarizagéo elétrica do material,
Mé o vetor magnetizagdo do material e dV é um elemento infinitesimal
de volume da amostra. O primeiro termo no lado direito da equagédo
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acima descreve a interacdo do campo externo com as cargas elétri-
cas livres presentes no meio. Esse termo € identificado como o termo
de dissipacgdo resistiva por correntes parasitas (ou por eddy currents),
relacionada ao efeito Joule. O segundo termo relaciona a interacgéo do
campo com os dipolos elétricos e é chamado de termo de dissipagdo
dielétrica. O ultimo termo caracteriza a dissipacédo histerética magné-
tica, dada pela interagdo do campo magnético com os momentos de
dipolo magnéticos da amostra. Para o projeto de aplica¢des biomédicas
da hipertermia magnética, é preciso se concentrar na primeira e na
terceira contribuicdes.

No caso de sistemas biolégicos, foco da atencéo aqui, as cargas elétri-
cas discutidas acima correspondem principalmente aos ions do meio
fisioldgico. A interacdo desses ions com o campo alternado induz a
geracdo de correntes elétricas de Foucault, correntes parasitas ou
eddy currents, aquecendo, por efeito Joule de forma “difusa”, toda a
regido exposta ao campo e, portanto, de forma né&o especifica. Essa
dissipacdo resistiva pode ser util, por exemplo, na ablagdo de tumores
sélidos por radiofrequéncia (RF), em que o campo elétrico oscilante (na
faixa de 450-500 kHz), aplicado diretamente por uma antena, acelera,
na forma de corrente elétrica, ions (K*, Na* e Cl~) do tecido tumoral em
contato com os eletrodos metdlicos?. Esse € um dos principais limi-
tadores do desenvolvimento de equipamentos e protocolos para apli-
cagdes clinicas da hipertermia magnética. Como a prépria expresséo
sugere, a intensidade desse processo de aquecimento depende das
caracteristicas do campo, sobretudo amplitude e frequéncia, escalan-
do, na realidade, com o quadrado desses parametros. Diferentemente
do que ocorre, por exemplo, no caso de exames de Imagiamento por
Ressonancia Magnética (IRM), em que existem diretrizes orientadoras
(quidelines) determinadas pelo FDA e que suportam sua aplicagdo na
clinica médica, ainda n&do ha guidelines para a técnica de hipertermia
magnética com nanoparticulas estabelecendo critérios de seguranca.
Na maioria dos resultados publicados in vivo (estudos pré-clinicos e
clinicos), é adotado um limiar para o produto da intensidade de campo
pela frequéncia igual a 4,85 x 108 A[/(m-s)?*?%, acima do qual podem
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haver prejuizos para a saude do paciente. Oleson, por exemplo, regis-
trou que o aquecimento por eddy currents pode causar a formagéo
de bolhas na pele quando esse limite é ultrapassado?®®. Este critério
foi definido na literatura por Atkinson et al., em 1984, apds avaliar
clinicamente relatos de sensacdes subjetivas de desconforto devido
a intenso aquecimento, em pacientes que tiveram a regido do térax
submetida a um campo magnético alternado com frequéncia constante
de 13,56 MHz e varias amplitudes de campo magnético, sendo o raio da
bobina de aplicagdo do campo da ordem de 15 cm. Em seus resultados,
eles identificaram que o produto 4,85 x 108 A/(m-s) era tolerado pelos
pacientes testados?*. A Figura 1 mostra a relagédo entre o campo e a
frequéncia criticos, segundo o critério de Atkinson, para uma bobina
de raio 3,5 cm.

Figura 1: Critério de Atkinson. Relagdo entre a amplitude e a

frequéncia criticas para aplicacdo de campos alternados a pacientes.
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Como serd visto mais adiante, o fenébmeno de dissipagdo histerética
é mais eficiente para campos com amplitude e frequéncia elevadas.
Entretanto, para aplicagéo in vivo de hipertermia magnética, existe
um limite pratico para essas caracteristicas da radiagdo néo ionizante
aplicada. O primeiro sistema de hipertermia magnética com nanopar-
ticulas para aplicacdo em humanos foi desenvolvido pela empresa
alem& MagForce AG. Segundo ela, o NanoActivator® pode ser utilizado
para a aplicacdo de campo magnético alternado em qualquer regido
do corpo humano, com intensidade ajustavel na faixa de 2-15 kA/m
(de 25,1-188,5 Oe) e frequéncia de 100 kHz, tendo recebido, em abril
de 2016, a aprovacgdo regulamentar europeia (CE conformity marking)
para o inicio de tratamentos comerciais em colaboragdo com o hospi-
tal universitario Charité, na capital Berlim. Em 2015, também recebeu
autorizagdo do FDA, nos Estados Unidos, para a realizagdo de estudos
clinicos em pacientes com tumor de prdstata na cidade de Seattle,
Washington?®. Como serd discutido na préxima secéo, essa técnica
vem sendo utilizada para o tratamento de tumores malignos de alto
risco no cérebro, como o glioblastoma multiforme e, também, para
o tratamento do cancer de préstata, ambos tratados em associagéo
com a braquiterapia.

Diante das limitag6es impostas pela dissipagéo resistiva, € necessario
compreender e maximizar a eficiéncia do processo de dissipacgéo his-
terética para projetar tratamentos eficazes baseados em hipertermia
magnética. A primeira descri¢do de hipertermia magnética foi inspirada
na descricdo de Debye para a perda dielétrica?®. Essa metodologia leva
a Teoria da Resposta Linear (TRL)3*%, teoria com boa concordancia com
resultados experimentais no regime de campo baixo. Apesar de todas as
suas limitacdes, a TRL fornece informag&es importantes sobre o fenémeno
da hipertermia magnética. Ela antecipa corretamente que a eficiéncia
de calor depende das propriedades do campo (amplitude e frequéncia)
e das nanoparticulas (magnetizacéo de saturacgéo, tamanho, anisotropia
e fator de amortecimento, ou damping). Existem outras abordagens para
a descrigdo de hipertermia magnética baseadas em loops de Rayleigh
(para nanoparticulas multidominio); teorias baseadas no modelo de Sto-
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ner-Wohlfarth; solugdes numéricas da equagéo de Landau-Lifshitz-Gilbert;
e o método de Monte Carlo Cinético®'°'2%2, Cada teoria tem seu intervalo
e condicdes de validade, mas modelos analiticos como a TRL sdo simples
e intuitivos, tornando-os muito atraentes.

Como a nanociéncia é uma &rea de pesquisa relativamente nova, sé
recentemente os resultados experimentais possibilitaram informacdes
para melhorar esse modelo. Em 2002, Rosensweig incluiu o efeito da
dispersdo de tamanho na TRL, o que representa um passo importante,
ja que a maioria das amostras estudadas em hipertermia é polidisper-
sa®. Em 2013, Branquinho et al. modificaram o termo de anisotropia,
incluindo a interacgado dipolar entre nanoparticulas no quadro da TRL®,
Esse foi outro importante avanco para aplicagdes de terapia oncolé-
gica, considerando que as condiges dentro dos sistemas bioldgicos
favorecem a agregacédo, o que aumenta o efeito da interagéo dipolar.
Cabe ressaltar que esse tema, na verdade, continua ainda sob intenso
debate cientifico®.

No entanto, em todas essas abordagens, apenas nanoparticulas uni-
formes sdo discutidas, o que parece néo ser adequado para materiais
nanoestruturados. De um modo geral, mesmo nanoestruturas homogé-
neas (constituidas de apenas um tipo de material) sdo ndo uniformes,
ja que os atomos da superficie respondem diferentemente ao campo,
em comparagdo com d&tomos mais internos da nanoparticula. Em 2016,
Carrido e Bakuzis descreveram um modelo core-shell para levar em
conta as possiveis diferencas entre a superficie e o volume, tendo
incluido essa possibilidade a TRL®. Basicamente, a TRL prop&e que a
resposta magnética de um material a um campo magnético alternado
a ele aplicado seja linear, ou seja, tenha a mesma forma funcional
(nesse caso, de uma fungdo harménica senoidal), mas fora de fase
com a excitacdo. Esse atraso provoca uma histerese que resulta em
dissipacgdo de energia, dai o termo dissipacédo histerética.
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Na TRL, considerando o caso mais simples, de uma particula homo-
génea, a densidade volumétrica de energia dissipada por um material
magnético é dada por3:

,  2mfT
P = pgmyofHy 1+ @afr2’

em que Mo é a permeabilidade magnética do vacuo; f e Hy séo a
frequéncia e a amplitude do campo, respectivamente; Xo e T séo a
susceptibilidade quasi-estatica®® e o tempo de relaxacdo do material
magnético, respectivamente. O ponto mais relevante para a compreen-
sdo do fendmeno de dissipacdo histerética é compreender de onde
surge o “atraso” na resposta magnética do material: o fenémeno de
relaxagdo, caracterizado na expressdo acima pela varidvel T. Como
discutido anteriormente, existem dois processos de relaxagdo por meio
dos quais uma nanoparticula magnética dissiparia calor sob a¢&o do
campo alternado: a relaxacdo de Brown (em homenagem a Robert
Brown) e a relaxacdo de Néel-Brown (em homenagem aos cientistas
Louis Néel e William Fuller Brown Jr.). No primeiro caso, 0 momento
magnético da particula, fixado a uma direcéo preferencial caracteris-
tica do cristal (anisotropia magnética), tende a alinhar-se ao campo,
promovendo a rotacdo da particula. Trata-se, portanto, do movimento
de uma particula em um fluido, sujeita aos mecanismos de friccéo e
ao processo de dissipacdo de energia a ela associado’. No segundo
caso, 0o momento magnético é compelido a mudar de direcédo dentro na
nanoparticula, modificando a orientacdo da magnetizag&o do préprio
material, vencendo a barreira anisotrépica e dissipando energia nesse
processo*®. Esses dois fendbmenos podem ocorrer simultaneamente
em uma amostra, a depender das caracteristicas das nanoparticulas
presentes e do meio no qual estdo dispersas. O tempo de relaxacdo
geral, incluindo os dois fendmenos, obedece a equagéo:
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em que Tp representa o tempo de relaxagdo de Brown, que depende da

viscosidade 711 do meio no qual a particula se move, do volume hidrodi-

namico da particula V, da constante de Boltzmann k e da temperatura
T , sendo dado pela equacéo:

3nVy
B =4

Ja Ty representa o tempo de relaxacéo de Néel-Brown, que depende,
basicamente, da razdo O entre a energia anisotrdpica (dada pelo
produto da constante de anisotropia k pelo volume da particulal)
e a energia térmica (dada pelo produto da constante de Boltzmann
pela temperatura). Existem vérias formas funcionais para o tempo de
relaxagdo de Néel-Brown, que variam de acordo com as consideracdes
sobre o tipo de anisotropia, mas, para o caso mais simples e comumen-
te descrito (anisotropia uniaxial, para ¢ maior que 2 e com o tempo
de relaxacdo independente do campo®®), ele pode ser escrito como:

Tpe’

emque Ty €0 “tempo de relaxacdo (ou difusdo) da magnetizagao livre”,
caracteristico do material e depende da magnetizagdo de saturagéo, da
constante de anisotropia e do fator de damping. A partir dessas equa-
cOes, vé-se que, no caso do processo de relaxagéo de Brown, a dissi-
pacéo depende das caracteristicas morfoldgicas da nanoparticula e da
viscosidade do meio. Por outro lado, para a relaxacédo de Néel-Brown, a
dissipacdo depende tanto de parametros morfolégicos (tamanho e dis-
persdo de tamanho) quanto de magnéticos (magnetizacéo, anisotropia e
damping). Apesar de terem naturezas distintas e eventualmente estarem
simultaneamente relacionados a dissipagédo em sistemas de nanoparti-
culas magnéticas submetidas a campos alternados, o tempo caracteris-
tico da rotacéo dos momentos magnéticos por agéo de cada um desses
fendmenos pode ser muito distinto e, em geral, um deles se sobrepde ao
outro, como pode ser visto na Figura 2.
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Naturalmente, embora a TRL “pura” n&o explicite, outros fatores influen-
ciam a eficiéncia de dissipacéo dos sistemas magnéticos em andlise. A
interac&o entre as nanoparticulas, suas formas (se muito diferentes da
esférica), a organizagdo em cadeias e aglomerados (como estruturas
esféricas ou fractais)®***° e a sua composi¢do®*“°**' sdo alguns exemplos.
Independentemente da origem dessa dissipacdo e da influéncia desses
fatores, ainda que se conheca e se possa simular todo o processo de
geracdo de calor nessas nanoparticulas em meio bioldgico, existem ainda
enormes desafios pela frente, como a descricédo do processo de difusdo do
calor (inclusive na escala nanométrica) e dos efeitos dessa dissipacgéo nos
sistemas bioldgicos. Entretanto, em vista das aplica¢des biomédicas da
hipertermia, sobretudo na oncologia, toda a descri¢do desses mecanismos
serve, unicamente, para fornecer a equacéo de biocalor uma descricéo da
fonte de calor utilizada.

Figura 2: Tempo de relaxacdo magnética. Comparagéo entre os
tempos de relaxagdo de Brown e Néel-Brown para particulas magnéticas

esféricas

Tempo de relaxagio (s)

Diametro (nm)

Fonte: adaptada de BRANQUINHO, 20142,
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3. Propagacao de calor em meios
bioldgicos

O célculo exato da quantidade de calor entregue volumetricamente ao
tumor (durante um procedimento de hipertermia magnética) demanda,
além da determinacéo experimental da eficiéncia magnetotérmica
in vivo, o conhecimento preciso da localizagéo das fontes de calor
dentro do tumor, ou seja, o mapeamento tridimensional do volume
ocupado pelas nanoparticulas magnéticas (NPMs). Esse é um proble-
ma central na utilizagdo da técnica de magneto-hipertermia para o
tratamento de neoplasias objetivando sua aplicagdo na clinica médica:
a determinacgdo precisa (e em tempo real) da dose térmica entregue
volumetricamente*s.

No gue diz respeito aos fendmenos que envolvem a geragéo e a transfe-
réncia de calor em tecidos biolégicos vivos, ha dois fendmenos principais:
a geracdo celular de calor metabdlico; e a troca de calor entre o sangue em
escoamento e o tecido circundante*. Em 1948, Harry H. Pennes publicou
os resultados de um extenso trabalho experimental sobre a distribuigdo
radial da temperatura no antebrago humano em fungéo da diferenca de
temperatura entre o sangue arterial e o tecido muscular*. Em parte, seu
objetivo era avaliar a aplicabilidade das equagdes de fluxo de calor (t&o
utilizadas para o estudo de materiais em engenharia) no contexto de seus
resultados experimentais em termos da produgéo local de calor de tecidos
bioldgicos vascularizados. Entre suas principais contribuicdes, Pennes
sugeriu que a taxa temporal de calor (Qp) trocado entre o sangue e os
tecidos é diretamente proporcional ao produto da taxa de perfus&o volu-
métrica do sangue (wp, dada em m3[s, considerando o escoamento de
sangue por metro cubico de tecido) pela diferenga entre a temperatura
do sangue arterial (7,) e a temperatura local dos tecidos (7)*:

Qp = ppcpwp(Ty — T)
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No SlI, Qp é representado em watts (W), e os parametros Pp e €, s&o
a densidade (kg/m?®) e o calor especifico do sangue (J/(kg-°C)), res-
pectivamente. Em seu trabalho pioneiro, ele modificou a equacéo de
conducdo de calor, incluindo, além do termo de perfuséo (Qp), também
um termo de poténcia térmica devida ao calor metabdlico produzido
pelas reagGes bioguimicas que ocorrem em nivel celular nos tecidos
vivos (Qmet: dado em W no SI). De maneira geral, o problema tedrico,
portanto, consiste em obter uma solugdo para a equacéo diferencial
de conducao de biocalor de Pennes*>#¢, a qual modela a taxa temporal
de variacédo da temperatura num meio bioldgico, ou seja, resolver a
equacao:

aT,

PnCn E =V (KnﬁTn) + ppcpwp(Ty, — T,) + Qmer + thst

Na equagdo acima, o subindice (n) faz diferenca entre os tecidos em
consideragdo (tumor ou tecidos normais) enquanto Py ,Cn ,Kn séo,
respectivamente, a densidade do tecido, seu calor especifico e sua
condutividade térmica. O primeiro termo no lado direito dessa equacéo
representa a difusao de calor no meio. O tltimo termo (Qy;s) denota
a poténcia térmica volumétrica dissipada pelas nanoparticulas inte-
ragindo com um campo magnético externo alternado (mecanismo de
perda histerética), a qual esta diretamente relacionada a densidade
volumétrica de energia dissipada por um material magnético (P). Obvia-
mente, esse Ultimo termo deve ser considerado apenas no tumor, caso
as nanoparticulas tenham sido injetadas nele. Além disso, é relevante
observar que a equacéo de biocalor é bastante complexa e, em geral,
resolvida apenas por métodos numéricos sofisticados. Nesse caso,
sendo necessdario, além da inclusédo das condic&es de contorno ade-
qguadas ao problema biolégico, deve-se ainda levar em conta efeitos da
temperatura na perfusdo sanguinea do tumor e de tecidos saudaveis*.
Obviamente, a discusséo tedrica apresentada até o presente momento
ressalta a grande complexidade associada ao monitoramento da dose
térmica durante o procedimento terapéutico de hipertermia magnética.
Portanto, é fundamental que haja o monitoramento da entrega de calor,
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em tempo real, durante o procedimento terapéutico, visando a garantir
que a dose térmica planejada seja aquela recebida pelo paciente.

Atualmente, os trabalhos mais promissores publicados na literatura sobre
0 monitoramento néo invasivo e em tempo real da dose térmica (na clinica
médica) tém utilizado a técnica de imagiamento termografico por resso-
nancia magnética, que, por exemplo, ja é realidade na préatica clinica de
ablagdo de tumores sélidos em humanos por HIFU e também na ablacéo
por terapia fototérmica (nesse caso, a geracgdo de calor é resultado da
interacdo de radiagdo eletromagnética com os elétrons da nanoestrutura,
resultando numa perda dielétrica)®®P'e-82) Contudo, essa € também uma
modalidade de termometria muito cara e ndo compativel com todas as
formas de terapia térmica para o tratamento de canceres, em particular
para o caso da hipertermia com nanoparticulas magnéticas, ja que a alta
intensidade do campo magnético do ima utilizado no equipamento de
ressonancia magnética ndo permite a rotagdo dos momentos magnéticos
das nanoparticulas magnéticas, consequentemente, impossibilitando a
geracdo de calor**“¢, Independentemente da necessidade de se monitorar
em tempo real a dose térmica, varios grupos no mundo vém utilizando a
técnica de hipertermia magnética para o tratamento de tumores, seja em
estudos pré-clinicos, seja no tratamento de pacientes.

4. Resultados pré-clinicos e clinicos

4.1 Resultados pré-clinicos

Estudos pré-clinicos in vivo demonstrando a eficacia da hipertermia
magnética iniciaram-se no final da década de 1990. Em 1999, Jordan et
al.*® divulgaram resultados usando nanoparticulas a base de magnetita,
com diametros da ordem de 10 nm, submetidas a um campo magnético
alternado de 500 kHz de frequéncia e amplitude de 10 kA/m (aproxi-
madamente 125,7 Oe). O modelo xenogréfico estudado foi 0 C3H, um
carcinoma mamadrio induzido em camundongos. O material magnéti-
co foi injetado de forma intratumoral. Os animais foram tratados por
30 minutos e, em alguns deles, a temperatura intratumoral relatada
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foi da ordem de 47°C. Na comparagdo com animais de controle (ndo
tratados), é clara a diminui¢éo na velocidade de crescimento tumoral
dos camundongos apéds a hipertermia magnética. Além disso, parece
haver animais com aparente remiss&o tumoral completa, apesar de tal
resposta bioldgica ndo ser evidenciada pelos pesquisadores.

Em 2001, Hilger et al.%® investigaram a possibilidade de ablac&o tér-
mica utilizando nanoparticulas de magnetita. O modelo tumoral foi o
MX-1, num estudo com 10 camundongos. Temperaturas intratumorais
de até 70°C foram reportadas, em tratamentos de 4 min, com campo
magnético alternado de 400 kHz de frequéncia e 6,5 kA/m de amplitu-
de. Foram injetados intratumoralmente 21 mg de material magnético.
Todos os animais foram sacrificados apds os tratamentos.

Em 2006, Kobayashi et al.>" investigaram o efeito da magneto-hiperter-
mia usando magnetolipossomas (vesiculas da ordem de 100 nm conten-
do nanoparticulas de magnetita). O grupo relatou estudos em diversos
modelos tumorais: B16, MM46, Os515, Vx-7 e T-9. Particularmente, neste
tltimo modelo (um glioma), um estudo com a induc&o de dois tumores
(localizados em posi¢des diametralmente opostas no abdémen do camun-
dongo) foi realizado usando um campo magnético alternado de 384 Oe
(aproximadamente 30,6 kA/m) e frequéncia de 118 kHz. Diferentemente
dos estudos anteriores, nanoparticulas magnéticas foram injetadas em
apenas um dos dois tumores. De acordo com os autores, apesar de ape-
nas um dos tumores ter recebido o tratamento, 28 dias apds a hipertermia
magnética, observou-se remissdo completa dos dois tumores em um dos
animais. Assim, a morte de células tumorais via calor induziu uma forte
resposta imune no hospedeiro. A superexpresséo de proteinas chaperonas
de estresse térmico (as HSPs, do inglés heat shock proteins) por células
neopldsicas durante a hipertermia influenciou respostas imunes antitu-
morais, de acordo com os autores. Estudos recentes tém discutido esse
importante resultado na perspectiva de uma futura aplicagdo da magne-
to-hipertermia como uma espécie de “vacina” no combate ao cancer®-54,
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Em 2009, Ivkov et al.5® observaram remissdo completa em 75% dos
animais tratados com uma nanoparticula comercial (BNF), sob campo
magnético de alta amplitude (700 Oe, aproximadamente 55,7 kA/m) e
frequéncia de 150 KHz. O modelo tumoral murino adotado foi o MTG-B
(carcinoma mamario). Os camundongos foram seguidos por 60 dias,
e a dose de nanoparticulas injetada intratumoralmente foi de 5 mg/
cm? de Fe no tumor.

Em 2011, Lee et al.*' investigaram os efeitos da hipertermia magnéti-
ca utilizando nanoparticulas magnéticas do tipo core-shell. O estudo
envolveu 3 animais, o0 modelo tumoral murino U87MG e um campo
magnético de amplitude 37,3 kA/m e 500 kHz de frequéncia. De acordo
com os autores, apenas 75 pg de nanoparticulas core-shell de CoFe,O,—
MnFe,O, foram injetados intratumoralmente. Os camundongos foram
seguidos por apenas 26 dias, tendo apresentado remisséo tumoral
completa nesse periodo. Apesar do curto periodo de observacgéo, na
comparagdo com 0s animais de controle negativo (sem tratamento)
e com os animais de controle positivo (tratados com o quimioterdpico
doxorrubicina), fica clara a maior eficacia da magneto-hipertermia
no tratamento tumoral. O potencial terapéutico de nanoparticulas
magnéticas do tipo core-shell é realmente animador e tem sido o foco
de diversos trabalhos da literatura, inclusive trabalhos do Grupo de
Nanomagnetismo da UFG®®.

Em 2014, Candido et al.5® observaram remiss&o tumoral completa em
100% dos animais tratados com hipertermia magnética mediada por
nanoparticulas de maguemita (y-Fe,0,) funcionalizadas com tripolifos-
fato. Primeiramente, células de uma linhagem de carcinoma de células
escamosas orais (UM-SCC14A, carcinoma oral humano) foram expos-
tas a diferentes concentragdes de nanoparticulas de y-Fe,O ~tripoli-
fosfato in vitro: 3,5x10', 7,0x10™ e 1,4x10'® particulas por mililitro. As
culturas foram sujeitas a testes de proliferacéo celular (MTT), apoptose
e a microscopia eletrénica de transmissédo. A concentragéo de 7,0x10™
particulas por mililitro ndo apresentou citotoxicidade significativa nos
testes de proliferagdo celular (MTT) e foi, por esse motivo, escolhida
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para os testes in vivo envolvendo 30 hamsters da Siria. Os animais
foram divididos em 5 grupos de 6 individuos: um grupo de controle,
para o qual ndo houve indugéo tumoral; e 4 grupos de animais com
tumores orais, induzidos com o auxilio do carcinégeno DBMA. Dos
4 grupos de animais com tumores, 2 passaram pelo tratamento por
hipertermia magnética, com campo magnético de frequéncia 1 MHz e
de amplitude de 40 Oe (aproximadamente 3,2 kA/m), durante 15 min.
Um desses 2 grupos de tratamento foi eutanasiado apds 24h. O outro
grupo foi acompanhado por 7 dias, tendo recebido mais duas sessdes
de hipertermia. Os animais ndo demonstraram sinais de toxicidade
nem comportamentos anormais. Todos os 12 animais (100%) subme-
tidos ao tratamento por magneto-hipertermia apresentaram remisséo
tumoral completa, fato comprovado pelas andlises histopatoldgicas
e imuno-histoquimicas®®. Entretanto, cabe ressaltar que a analise foi
feita em tempo curto, apenas 7 dias, e ndo ha relato do monitoramento
dos animais tratados por um tempo mais longo.

A Tabela 1 traz um resumo dos resultados pré-clinicos de magneto-hi-
pertermia apresentados nos pardgrafos anteriores. Fica claro o grande
potencial dessa terapia oncoldgica, mas algumas observacgdes refe-
rentes a esses dados precisam ser ressaltadas. Em diversos casos da
literatura, inclusive os discutidos neste capitulo, a condicéo experi-
mental fere o critério de Atkinson, ou seja, em principio, ndo estd nas
condi¢Bes para uso em seres humanos, j4 que se encontra na regiédo
prejudicial, gerando calor de forma nao especifica por eddy currents.
De fato, a maior parte dos trabalhos da literatura tem focado na sin-
tese de nanoparticulas magnéticas que geram o calor de forma mais
eficiente, na maior parte das vezes em campo alto, consequentemente
sem analisar a condig&o limitante bioldgica. Entretanto, a questdo mais
relevante a ser analisada refere-se a necessidade de obter a maior
eficiéncia magnetotérmica dentro do limite bioldgico, isto &, respei-
tando o critério de Atkinson®®. Portanto, o sucesso dessa terapia em
seres humanos deveria estar associado a desenvolver nanomateriais
biocompativeis, biodegradaveis e que, em termos magnéticos, respon-
dam bem a baixas amplitudes de campo magnético.
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4.2 Resultados clinicos

A utilizagdo da magneto-hipertermia na clinica médica ja € uma reali-
dade em alguns centros de exceléncia na Europa e nos Estados Unidos.
Entretanto, ela tem sido utilizada em associagcdo com outras técnicas,
como a radioterapia e a braquiterapia, ja que o limite biolégico impossi-
bilita a aplicagdo de campos magnéticos mais intensos. No tratamento
de tumores malignos cerebrais de alto risco, como o glioblastoma mul-
tiforme, tem-se empregado a magneto-hipertermia em associagdo com
aradioterapia. No tratamento de cancer de préstata, tem-se associado
a magneto-hipertermia a braquiterapia de baixa taxa de dose (LDR, do
inglés Low Dose Rate). A aplicacdo clinica da magneto-hipertermia €,
todavia, recente, com os resultados mais relevantes surgindo a partir
da década de 2000, como resultado do desenvolvimento pela empresa
alemad MagForce AG do primeiro sistema de hipertermia magnética
para aplicacdo em humanos, o NanoActivator®?,

Em 2007, Johannsen et al.5% publicaram resultados de um estudo
clinico de fase I envolvendo 10 pacientes (faixa etdria de 62-79 anos)
com tumores de préstata recorrentes. A prostatectomia radical de res-
gate ja ndo era possivel para alguns desses pacientes, e os demais se
recusavam a fazé-la. A média e a mediana dos volumes tumorais eram,
respectivamente, iguais a 19,1 cm?® e 15,8 cm?, volumes determinados
por tomografia computadorizada e por imagiamento por ressonancia
magnética. Todos os tumores j& haviam sido tratados anteriormen-
te via uma ou mais terapias (prostatectomia radical, quimioterapia,
radioterapia externa, braquiterapia de alta ou baixa taxa de dose e
terapia hormonal). Antes da primeira sesséo de hipertermia, 6 desses
pacientes possuiam niveis de PSA (prostate-specific antigen) aumen-
tados (entre 5,9 ng/ml e 19,1 ng/ml); para os outros 4 pacientes, os
niveis de PSA estavam entre 0,8 ng/ml e 3,0 ng/ml. Todos receberam
injecOes intratumorais de um fluido magnético (dispersédo aquosa na
concentracdo de 112 mg/ml) com nanoparticulas de 15 nm de diametro
(carogo de magnetita Fe,O,, revestido por uma camada de cobertura
de aminosilane). A mediana do volume de fluido magnético injetado foi
de 11,4 mL. O acesso ao tumor na préstata do paciente foi guiado por
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ultrassom. Os pacientes tiveram seus tratamentos anteriores interrom-
pidos e foram submetidos a 6 sessdes de hipertermia magnética com
duragdo de 60 min cada, uma vez por semana, sob campo magnético
alternado de frequéncia igual a 100 kHz e amplitude inicialmente igual
a 2,5 kA/m, aumentada até que o paciente relatasse sensagdes sub-
jetivas de desconforto, tais como intenso aquecimento e desconforto
nas regides da virilha e do perineo. Campos de amplitude entre 4,0
kA/m e 5,0 kA/m foram bem tolerados por todos os pacientes.

O monitoramento da temperatura foi realizado em tempo real, mas de
maneira invasiva, com a introdugdo de quatro termdmetros de fibra-
-6ptica nos tumores. Considerando os 10 pacientes, o valor médio das
temperaturas maximas intratumorais foi igual a 43,5°C (variando de
41,4-51,3°C), sendo que um dos pacientes chegou a acessar 55°C em
ao menos um dos quatro pontos monitorados. A temperatura intratu-
moral a ser acessada durante os 60 min de magneto-hipertermia foi
calculada numericamente supondo uma taxa de perfusdo sanguinea
constante na solug&o da equacao de difus&do de biocalor de Pennes*®.
O célculo levou em conta um mapeamento do volume ocupado pelas
nanoparticulas dentro do tumor de cada paciente, conforme determi-
nado por tomografia computadorizada antes de cada sessdo. Também
foi estimado o valor da eficiéncia magneto-térmica (representada na
literatura como SLP, Specific Loss Power, ou SAR, Specific Absorption
Rate) das nanoparticulas in vivo, por paciente, tendo-se obtido uma
mediana igual a 115 W/kg. A mediana dos valores de temperatura intra-
tumoral calculados tridimensionalmente para os percentis T, T e
T,, (isto &, a temperatura excedida, respectivamente, por 20%, 50% e
90% do volume da préstata aquecida) foram, respectivamente, 41,1°C
(nointervalo de 40,0-47,4°C), 40,8°C (no intervalo de 39,5-45,4°C) e
40,1°C (no intervalo de 38,8-43,4°C).

Para determinar uma correlacdo entre o efeito cumulativo da entre-
ga de calor apds sucessivas sessdes de hipertermia, foi calculado,
para cada paciente, o valor da dose térmica (CEM43) ao final dos
6 tratamentos: a média e a mediana do valor de CEM43T90 foram,
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respectivamente, iguais a 20,9 min e 7,8 min®° (para uma discussdo
sobre dose térmica, sugere-se a leitura do trabalho de van Rhoon et al.*®
e dos artigos ali citados). Esse estudo clinico seguiu os 10 pacientes
por mais de um ano e sua resposta biolégica ao tratamento (nos pri-
meiros 4,5 meses apdés a hipertermia) incluiu um declinio de 25% até
70% nos niveis de PSA de oito pacientes, o que pareceu estar correla-
cionado a temperaturas intratumorais mais elevadas e a distribuicdo
mais homogénea das nanoparticulas®e.

Posteriormente, em 2010, Johannsen et al.®® publicaram outros resul-
tados clinicos de fase | envolvendo 8 novos pacientes, também com
carcinoma de préstata recorrente, tratados com hipertermia magnéti-
ca combinada com braquiterapia-LDR (sementes de iodo-125 foram
implantadas, conjuntamente com a inje¢do de nanoparticulas magné-
ticas). Seguindo o mesmo protocolo de hipertermia do estudo anterior,
nesse segundo grupo, de terapia combinada, os autores obtiveram
medianas de T, = 39,3°C e CEM43T90 = 5,8 min. Essas foram doses
térmicas adequadas para o tratamento combinado, mas seriam insu-
ficientes para o tratamento usando apenas a hipertermia magnética.

Outro resultado interessante da literatura, que também ilustra a eficién-
cia da técnica de magneto-hipertermia no tratamento de tumores séli-
dos complexos e de alto risco foi publicado em 2011, por Maier-Hauff et
al.®', encerrando um estudo clinico de fase Il com 59 pacientes portando
carcinoma cerebral de glioblastoma multiforme recorrente. A expec-
tativa média de vida desses pacientes era maior ou igual a 3 meses, e
o tamanho de cada tumor néo ultrapassava 7 cm de didmetro. Dos 59
individuos, 23 tinham idade inferior a 50 anos e 54% eram homens.
Todos os tumores ja haviam sido tratados anteriormente, alguns por
mais de um tipo de terapia: 56 cirurgicamente (ressec¢do); 58 haviam
passado por radioterapia; e 51 por quimioterapia.

Cada paciente recebeu uma injegéo intratumoral do mesmo tipo de

fluido magnético utilizado nos experimentos anteriores®® de Johann-
sen et al. (nanoparticulas de Fe,O,-aminosilane), mas o diametro das
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nanoparticulas presentes no fluido era um pouco menor (12 nm). A
mediana do volume injetado foi de 4,5 mL, correspondendo a uma con-
centracéo de 0,28 mL/cm? de fluido magnético no tumor. Essa injecéo
envolvia um procedimento cirdrgico minimamente invasivo, guiado por
ultrassom, de perfuracéo do cranio para acesso ao tumor localizado no
cérebro do paciente. Todos os pacientes foram tratados empregando
duas sessdes de 60 min de magneto-hipertermia por semana, durante 6
semanas (totalizando 720 min de aquecimento). A hipertermia magné-
tica foi combinada com administracdes de radioterapia, com a mediana
das doses administradas tendo sido igual a 30 Gy, fracionadas em 5
x 2 Gy por semana, antes (ou depois) da hipertermia. Intensidades
de campo magnético (com frequéncia igual a 100 kHz) no intervalo
de 3,8-13,5 kA/m eram bem toleradas por todos os pacientes, com
relatos de alguns efeitos colaterais: durante a hipertermia 50% dos
pacientes apresentaram sudorese branda; 47% relataram sensacao
de aguecimento e desconforto na regido tratada; 13,6% tiveram dores
de cabecga brandas; em 3 pacientes, ao menos uma de suas sessdes
teve de ser abortada devido a dor intensa (provavelmente resultante
do aumento da presséo intracranial devido ao aquecimento local);
em 9,1% a temperatura corpdrea chegou a 38°C. Por meio do mesmo
acesso utilizado para a injecdo das nanoparticulas magnéticas, foi
introduzido um termémetro de fibra-6ptica no tumor de cada paciente
para o monitoramento em tempo real da temperatura intratumoral. A
mediana dos valores de temperatura intratumoral méaxima registrada
(em um Unico ponto) nos 59 pacientes foi igual a 51,2°C (sendo que
um deles registrou um méaximo de 82,0°C)®'.

A estimativa tridimensional da temperatura intratumoral (em fungéo
do tempo de hipertermia magnética) foi realizada utilizando o mesmo
protocolo de Johannsen et al.%°, discutido nos pardgrafos anteriores. A
resposta bioldgica a terapia combinada de radioterapia e hipertermia
magnética foram medianas de sobrevida iguais a 13,4 meses apds o
segundo diagndstico positivo de glioblastoma (todos os pacientes com
tumores recorrentes) e igual a 23,2 meses apds o primeiro diagndéstico
positivo — um aumento, respectivamente, de 7,6 meses e de 8,6 meses
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na comparacédo com resultados da literatura envolvendo pacientes
tratados apenas por quimioterapia (atual modalidade de elei¢édo na
clinica médica)?3®'.

No tratamento de tumores sélidos por terapias térmicas, em qualquer
que seja a técnica utilizada, o monitoramento in vivo da temperatura
intratumoral (em tempo real) é um ponto critico: 1) para a delimitacdo
precisa da regido aquecida e preservacdo de tecidos sadios; 2) para a
determinacé&o das distribuices de temperatura intratumorais (devido
a ndo homogeneidade na entrega de calor); 3) para a validagdo da
eficiéncia do procedimento, principalmente dos efeitos de resposta bio-
I6gica ao tratamento em termos da dose térmica equivalente, ou seja,
para a identificagdo de um limiar de temperatura e tempo de aqueci-
mento necessarios para provocar danos irreversiveis aos tecidos*36263,

Atualmente, a modalidade de eleicédo na clinica médica para a realiza-
¢do de termometria tridimensional intratumoral, de forma precisa, néo
invasiva e ndo ionizante, é a técnica de imagiamento por ressonancia
magnética, empregada durante a hipertermia (ou ablag&o) de tumores
sélidos fibrosos por HIFU (High Intensity Focused Ultrasound)?°238) por
radiofrequéncia'*®* ou por micro-ondas''°. Contudo, o seu principio de
funcionamento ndo é compativel com a magneto-hipertermia, como ja
discutido anteriormente, uma vez que o forte campo magnético estati-
co do equipamento de ressonancia magnética (1,5-7,0 T) impede que
as nanoparticulas magnéticas dissipem calor por perda histerética“®.

Assim, para aplica¢des envolvendo magneto-hipertermia, uma alter-
nativa para a termografia in vivo e em tempo real poderia ser a técnica
de imagiamento termografico ultrassdnico. Trata-se de uma técni-
ca ndo invasiva, que ndo utiliza radiacédo ionizante, bem mais barata
que o imagiamento por ressonancia magnética e com a possibilidade
de utilizacdo de um hardware portétil. Resultados interessantes da
literatura tém mostrado que essa modalidade pode vir a ser muito
util para a estimativa in vivo de temperaturas intratumorais na faixa
de hipertermia, assim como para a correta delimitagdo das zonas de
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ablacdo™ar®.53 Qutra modalidade de termometria nédo invasiva pos-
sivel de ser utilizada para monitorar em tempo real um procedimento
de magneto-hipertermia, aplicAdvel somente a tumores superficiais,
mas com potencial impacto clinico significativo em termos de precisao,
facilidade de utilizag&o e relacdo custo-beneficio, é o imagiamento
bidimensional por infravermelho*":%¢, uma técnica que ja tem sido uti-
lizada na detecgdo precoce de tumores de mama®” e de melanoma®,
evitando bidpsias desnecessérias. No entanto, essa técnica mede a
temperatura na superficie e demanda o desenvolvimento de complexas
andlises numéricas, resolvendo em tempo real a equacé&o de biocalor,
de forma compativel com as medidas de temperatura superficial por
camera térmica (de maneira quase sincronizada), para aferir a entre-
ga de dose térmica na regido intratumoral. Fica claro, portanto, que a
determinacdo da dose térmica de forma n&o invasiva, em tempo real,
durante a magneto-hipertermia, ¢ um dos grandes desafios para o
sucesso clinico dessa terapia inovadora.

5. Desafios, perspectivas e aplicacoes

E interessante notar que os problemas identificados por Gilchrist et al.
ja elencavam alguns dos principais desafios para uma implementacéo
definitiva do procedimento de magneto-hipertermia na clinica médi-
ca®, como o monitoramento da temperatura e o desenvolvimento de
equipamentos para uso clinico. Nesse Ultimo caso, o equipamento da
MagForce é um grande avango, mas ainda ndo permite o controle da
escolha de qualquer volume de interesse dentro do paciente.

Em primeiro lugar, hd um desafio relacionado a entrega ou ao delivery
sistémico das nanoparticulas. Os resultados clinicos ja publicados
com aplica¢Bes da técnica de magneto-hipertermia no tratamento de
glioblastomas® e de carcinomas de préstata®®-5° reportam a realizagédo
de inje¢Ges intratumorais de fluidos magnéticos contendo nanoparti-
culas com diametros de, aproximadamente, 20 nm. A injec&o intratu-
moral das nanoparticulas depende do grau de dificuldade de acesso
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ao tumor no corpo do paciente, sendo obviamente mais facil de ser
realizada em tumores subcutaneos®. Em tumores mais profundos, a
injecdo intratumoral pode ser guiada por ultrassom® ou por tomografia
computadorizada via fluoroscopia de raios X®°.

O tamanho da nanoestrutura é um parametro fundamental quando
se busca um delivery sistémico. Estudos demonstram que a rota de
eliminacéo renal acontece para nanoparticulas menores do que 6 nm,
enquanto que, para particulas maiores, o processo de eliminagdo ocor-
re pela rota hepéatica™. Além disso, sabe-se que a maioria dos tumores
sélidos apresenta angiogénese extensa, caracterizada por arquitetura
vascular e drenagem linfatica defeituosas, fatores que permitem que
particulas (com tamanhos t&o grandes quanto 150 nm) se acumulem
e sejam retidas dentro dos tumores por periodos mais longos do que
nos tecidos normais. Esse fendmeno é conhecido como efeito de per-
meabilidade e retengdo aumentadas (efeito EPR, do inglés Enhanced
Permeability and Retention effect). Trata-se de um mecanismo de vetori-
zagdo passiva de nanocarreadores, observado por Maeda, em 1986772,
mas atualmente amplamente contestado, por ser eficiente em murinos
(estudos pré-clinicos), mas aparentemente ndo em humanos (estudos
clinicos)™. Paralelamente, nas Ultimas trés décadas, foram indmeras
as propostas de nanocarreadores multifuncionais (numa variada faixa
de tamanhos, de 1-1.000 nm), baseados essencialmente na adsorgéo
de biomoléculas (tais como acido félico, anticorpos, fragmentos de
anticorpos, receptores moleculares etc.) a superficie das nanoparticu-
las, com o objetivo de aumentar a captacdo desses nanocarreadores
por células-alvo. Trata-se de um mecanismo de vetorizacdo ativa, que
tem por objetivo a marcagdo, o imagiamento e a entrega controlada
de farmacos em nivel celulars7,

Desde o trabalho pioneiro de Paul Ehrlich, o qual sugeriu o conceito da
bala mdgica™, vem-se buscando uma eficiéncia de entrega de agentes
terapéuticos em quantidade suficiente para o tratamento adequado
de neoplasias malignas. Entretanto, avaliando 232 trabalhos publica-
dos entre 2005 e 2015, Wilhelm et al. encontraram uma eficiéncia de
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entrega cuja mediana é de apenas 0,7% da dose inicial. Nesse review
controverso, foram avaliadas 175 estratégias de vetorizag&o passiva
e 56 de vetorizacdo ativa visando a tumores sélidos™. Assim, até o
momento, néo foi possivel, por via sistémica, viabilizar a hipertermia
magnética de forma terapéutica, uma vez que o aquecimento macros-
copico é um efeito coletivo e necessita de uma quantidade minima de
centros de calor para ocorrer’ . Além disso, supondo que a concen-
tragdo intratumoral de nanoparticulas entregues via rota sistémica
pudesse ser aumentada significativamente, ha relatos na literatura
indicando que, apds o processo endocitético dessas nanoestruturas,
ocorrem processos de agregacéo que levam a uma maior interagdo dipo-
lar magnética entre nanoparticulas e, consequentemente, a uma dimi-
nuicdo da eficiéncia magnetotérmica3s4°,

Em segundo lugar, hd um desafio relacionado ao estabelecimento de
um limiar seguro da amplitude e da frequéncia do campo magnéti-
co externo. A aplicacdo de um campo eletromagnético alternado em
tecidos vivos induz a geracédo de correntes elétricas de Foucault (as
chamadas eddy currents), levando ao aquecimento por efeito Joule
(dissipacdo resistiva) e de maneira ndo especifica de toda a regido do
corpo exposta ao campo. Essa dissipacéo por eddy currents pode ser
util, por exemplo, na ablagdo de tumores sélidos por radiofrequéncia,
configuragdo na qual o campo elétrico oscilante (na faixa de 450-500
kHz) acelera, na forma de corrente elétrica, ions K*, Na* e Cl- do tecido
tumoral em contato com os eletrodos metdlicos®®'s9. Contudo, durante
a magneto-hipertermia, a poténcia dissipada de forma n&o localizada
por eddy currents pode provocar o aquecimento néo especifico de teci-
dos sadios, uma vez que os tecidos sadios também possuem ions intra
e extracelulares. Adicionalmente, na maioria dos resultados pré-clinicos
e clinicos da literatura, é adotado um limiar para o produto (amplitude
de campo x frequéncia, Hf ) igual a 4,85 x 108 A[{(m-s)', acima do qual
podem haver prejuizos para a satde do paciente. Assim, o design das
nanoparticulas deve, sim, visar a uma condicdo de maxima eficiéncia
térmica, mas sempre dentro do limiar estabelecido pelo critério de
Atkinson?7(rs3),
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Em terceiro lugar, hd um desafio relacionado ao limiar de temperatura
e tempo de aquecimento necessario para causar danos térmicos bio-
I6gicos irreversiveis as células neoplésicas, isto é, o problema da dose
térmica. As respostas para esse desafio dependem, essencialmente, do
desafio correlato que consiste no monitoramento preciso e em tempo
real da distribuicdo espacial da temperatura intratumoral*®%3, No caso
de Gilchrist et al., a opgdo alternativa ao uso de termopares metdlicos
(obviamente incompativeis com o emprego de campos magnéticos
alternados) era o uso de termédmetros de coluna de dlcool — estes
lltimos sendo invidveis para testes in vivo'.

Atualmente, prevalece a utilizacdo de cateteres (termdmetros de fibra-
-6ptica com diametros de aproximadamente 0,5 mm-1,5 mm) na regi&o
tratada. Tipicamente, séo inseridas de 1-5 sondas dentro do tumor,
uma vez que o préprio tamanho do tumor pode ser um fator limitador
para a insercédo de muitas fibras dpticas. Esses termdmetros, apesar de
minimamente invasivos, fornecem o valor correto da temperatura em
apenas poucos pontos dentro do tumor, subestimando assim a entrega
tridimensional e ndo homogénea de calor, seja pela ndo homogenei-
dade da distribui¢cdo das nanoparticulas ao longo do tumor, seja pelo
arrefecimento promovido pela perfusédo sanguinea tumoral.

Como a utilizagdo da técnica de imagiamento termografico por res-
sonancia magnética (considerando o hardware atual) é incompativel
com a realizagdo simultanea da magneto-hipertermia (pelo fato de o
forte campo DC do equipamento de ressonancia magnética bloquear
o momento de dipolo magnético das nanopatrticulas, inviabilizando a
geracdo de energia térmica via dissipagdo histerética dindmica pelo
mecanismo de relaxagédo de Néel-Brown), a termometria tridimensional
em tempo real nessa modalidade de terapia térmica permanece, ainda,
como uma questdo em aberto*®. Até o momento, os melhores resul-
tados clinicos de determinacgédo volumétrica da temperatura do tumor
sob hipertermia magnética sdo obtidos calculando esses valores de
temperatura ponto a ponto no espaco: identificando o volume ocupado
pelas nanoparticulas no tumor, por exemplo, por tomografia compu-
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tadorizada; e, em seguida, resolvendo numericamente a equagéo de
biocalor de Pennes, utilizando como parametro de ajuste um valor
médio da taxa de perfusdo sanguinea e da eficiéncia magnetotérmica
in vivo — esses parametros, por sua vez, sdo determinados combinando
as temperaturas calculadas via medigdes diretas (termdmetros de fibra
Optica) em pontos de referéncia dentro ou perto da regido-alvo®6".6°,

Em resumo, os desafios elencados foram: (i) monitoramento em tempo
real da dose térmica; (ii) sintese de nanoestruturas que respondam, em
condi¢es bioldgicas, a campos magnéticos dentro do critério de Atkin-
son; (iii) capacidade de entrega seletiva de nanocarreadores magnéti-
cos, em quantidade terapéutica, via delivery sistémico. Apesar dessas
questdes, é possivel que uma nova tecnologia em desenvolvimento,
denominada MPI (Magnetic Particle Imaging’®-%2), atualmente aplicada
apenas em estudos pré-clinicos, possa resolver muitos desses proble-
mas. Com o MPI, é possivel selecionar regides de interesse dentro do
corpo (ROIs) de forma a excitar as nanoparticulas magnéticas apenas
numa area especifica. Tal propriedade é resultado da combinagéo de
campos DC, formando gradientes de campo magnético e regides sem
campo, com campo magnético AC, que possui a funcéo de excitar os
tracadores magnéticos apenas nas ROIs.

Em 2017, Hensley et al. combinaram a técnica diagndstica de MPI com
a hipertermia magnética®. Nesse primeiro trabalho, esse grupo de
Berkeley mostrou o desenvolvimento do equipamento de MPI-HM. Mais
recentemente, em 2018, 0 mesmo grupo apresentou resultados in vivo
demonstrando a capacidade de aquecer ROIs especificas dentro do
corpo do animal®. Esse resultado é muito importante, pois um dos limi-
tantes nas aplicacdes pré-clinicas por delivery sistémico estava relacio-
nado a procedimentos em que o animal era colocado completamente
dentro de bobinas. Nesse caso, como a maior parte das nanoparticulas
acabam indo para o figado e ndo para o tumor, o aquecimento nédo
especifico em regides distintas da drea de interesse levava a morte dos
camundongos durante o procedimento de magneto-hipertermia (em
alguns casos devido a um forte aumento da temperatura do sangue,
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como resultado do aquecimento por convecg¢do). Tal efeito pode ser
minimizado, mas ndo solucionado, usando bobinas com campo néo
uniforme*’. O MPI permite selecionar ROIs especificas no paciente,
evitando esse grave problema. Em Tay et al. a localizag&do das nano-
particulas magnéticas foi feita usando a técnica de MPI, com excitagéo
numa frequéncia de 20 kHz, enquanto que a hipertermia magnética foi
realizada em 354 kHz numa amplitude de campo de 13 mT (130 Qe) 8.
Esse resultado é muito animador, mas note-se que esse campo ainda
estd acima do limite biolédgico para humanos. Portanto, a sintese de
novos nanomateriais, que respondam em baixa amplitude de campo,
ainda é um desafio. Além disso, a possibilidade de implementar essa
técnica para seres humanos ainda precisa ser demonstrada.

Independentemente das questdes levantadas acima, ha vérias impor-
tantes e interessantes aplicagdes usando a magneto-hipertermia
sendo demonstradas na literatura. Em particular, destacamos aquelas
associadas a liberagdo controlada de agentes terapéuticos mediada
por entrega de calor. Por exemplo, Hoare et al. desenvolveram uma
membrana magnética que consiste em um nanogel, nanoparticulas
de magnetita e um reservatdrio de fadrmacos que permite a liberagédo
das moléculas de interesse por meio do controle do pulso de campo
magnético, o qual, ao interagir com as nanoparticulas magnéticas, gera
calor por hipertermia magnética. Isso afeta as propriedades fisicas
do nanogel, que, quando a temperatura aumenta, permite o fluxo do
agente terapéutico para o paciente®. Brazel revisou diversas aplica-
¢des utilizando nanomateriais magnetotermossensiveis que combinam
nanoparticulas magnéticas e polimeros termossensiveis para a libera-
¢do controlada de farmacos por calor®. Quinto et al. desenvolveram
um nanocarreador magnético consistindo de nanoparticulas magné-
ticas, fosfolipidios PEGuilados e doxorrubicina que, sob hipertermia
magnética, permite a acdo combinada de quimioterapia e hipertermia
via liberacédo da doxorrubicina apés a magneto-hipertermia®. O Grupo
de Nanomagnetismo da UFG, recentemente, publicou uma estratégia
semelhante, ao desenvolver nanoparticulas magnéticas lipidicas séli-
das contendo fosfatidilcolina, o polimero termossensivel pluronic F-68
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e nanoparticulas magnéticas de magnetita, além do quimioterdpico
paclitaxel. Neste artigo, demonstramos o aumento da taxa de libe-
ragdo do paclitaxel apés a hipertermia magnética®. Diversos artigos
semelhantes tém aparecido na literatura, mas, obviamente, hd varias
outras aplica¢des além do campo da oncologia.

Em 2010, Huang et al. demonstraram como controlar a entrada de ions
em canais idnicos, que sdo temperatura-dependentes, por meio de
magneto-hipertermia. As células investigadas foram geneticamente
modificadas para expressar a proteina AP-CFP-TM, em que AP se refere
a um peptideo que é capaz de se acoplar com a biotina. Nanoparti-
culas de ferrita de manganés foram conjugadas com streptavidina.
Esse recobrimento molecular das nanoparticulas magnéticas permi-
tiu-lhes seletividade para proteinas de membrana, em particular para
os canais de TRPV1. Neste trabalho, as nanoparticulas foram subme-
tidas a radiofrequéncia de 40 MHz e campo de 8,4 Oe. A ativacédo dos
canais idnicos foi demonstrada, inclusive, em uma espécie animal
(C. elegans). Importantes aplicagcdes em neurologia foram ressaltadas,
sugerindo que a hipertermia magnética poderia ser usada no futuro
para ativacdo de neurdnios. Outro exemplo consiste na utilizagédo da
nanomedicina térmica para o controle de agentes infecciosos. Estudos
recentes tém demonstrado que infecgdes bacterianas, diferentemente
de células tumorais, resistem a temperaturas muito mais altas. Em
particular, somente em temperaturas ablativas (da ordem de 80°C) é
possivel matar a maioria das bactérias®®®'. Recentemente, Ibelli et al.
escreveram um artigo de revisdo discutindo os grandes desafios de se
usarem técnicas de hipertermia para o tratamento de infec¢des. Em
geral, serdo necessdrias altas temperaturas para um controle dessas
infecgdes, inclusive no importante controle de biofilmes em dispositivos
médicos, como cateteres, que sdo uma das causas de mortes hospi-
talares por infecgdes. Para essa aplicacgéo, a hipertermia fototérmica
parece ser bastante eficaz®®*'. A hipertermia magnética também pode
ser usada, gerando temperaturas menores, para a liberagdo controlada
de agentes antibacterianos. E apenas uma quest&o de tempo para que
varias aplicagGes semelhantes, baseadas no controle de liberagdo de
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agentes terapéuticos por calor, por exemplo, via a hipertermia magné-
tica, sejam desenvolvidas e aplicadas para a melhora da qualidade de
vida e para o tratamento mais eficiente de diversas doengas, inclusive
o cancer, ja que tal controle pode evitar diversos efeitos colaterais de
guimioterapicos.

Finalmente, hd uma possivel importante aplicagédo da hipertermia
magnética em imunoterapia. Como relatado anteriormente, em 2006,
Kobayashi et al.* investigaram o efeito da magneto-hipertermia usando
magnetolipossomas. O grupo relatou, no modelo tumoral T-9 (glioma),
um efeito abscopal como resultado da magneto-hipertermia. Nesse
caso, os pesquisadores induziram 2 tumores, em posicoes diametral-
mente opostas no abdémen do camundongo, e trataram apenas um
deles, apds a injegdo intratumoral dos nanocarreadores. Os autores
indicaram que a temperatura do tumor atingiu em torno de 46°C duran-
te a hipertermia magnética. Apds 28 dias, observaram, em um ani-
mal, que os dois tumores tiveram remissdo completa. Até o presente
momento, uma investigacdo mais detalhada ainda nao foi apresentada
por esse grupo. No entanto, a possibilidade do uso da hipertermia para
tratamento de metdstases tem sido o foco de trabalhos recentes na
perspectiva de uma futura aplicagéo da hipertermia magnética como
uma “vacina” no combate ao cancer®-%. Em particular, Toraya-Brown et
al. mostraram a ativagdo de células CD8* apds hipertermia magnética,
com os tumores tendo sido mantidos a uma temperatura de 43°C?S,
No mesmo experimento, mantendo o tumor a 45°C, de acordo com o0s
autores, ndo houve resposta imunoldgica induzida. Esse valor esta
aparentemente em discordancia com o resultado de Kobayashi et al.
e sugere que novas investiga¢des ainda sdo necessdrias para tentar
compreender melhor como ampliar e melhorar a resposta imunoldgica
por meio da magneto-hipertermia. Esta certamente € uma nova area
de pesquisa, de grande interesse cientifico e com grande possibilidade
de impacto clinico.
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Em resumo, a magneto-hipertermia é uma técnica inovadora, com
grande potencial para o tratamento do cancer. H4, no entanto, diver-
sos desafios a serem vencidos para que a técnica seja ainda mais
utilizada na clinica. Apesar disso, o futuro é promissor, j& que novas
tecnologias e novos nanomateriais podem solucionar boa parte dos
desafios da drea nos préximos anos. Adicionalmente, o controle da
entrega seletiva de calor pode ser usado para o desenvolvimento de
novos protocolos clinicos, os quais podem diminuir consideravelmen-
te efeitos colaterais de técnicas tradicionais, como a quimioterapia.
H4& ainda grande potencial em imunoterapia, visando desde o desen-
volvimento de vacinas até a liberagédo de drogas imunoterdpicas de
forma controlada e localizada por meio do calor. Finalmente, como, em
principio, é possivel aplicar o campo magnético em qualquer regido
dentro do corpo do paciente, essa técnica tem a capacidade de gerar
calor de forma muito controlada e, mais importante ainda, de maneira
ndo invasiva. Tais propriedades sugerem que a hipertermia magnética
poderd auxiliar, e muito, o tratamento do cancer, além de contribuir
para uma melhoria da qualidade de vida de pacientes por meio do
desenvolvimento de terapias mais eficientes. H4 ainda vdrias outras
areas que deverdo se beneficiar da magneto-hipertermia, e, portanto,
muito espago para novos avancgos cientificos e tecnolégicos.
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