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RESUMO

O Céncer de mama € uma das principais causas de morte entre as mulheres em todo mundo,
com estimativa do Instituto Nacional de Céncer de 52.680 novos casos no Brasil em 2012.
Agentes antitumorais a base de metal, como a cisplatina, podem induzir respostas favoraveis
em tumores solidos humanos, embora seus efeitos colaterais limitem seu uso na clinica.
Portanto, ja foi descrito que citrato de rodio (I1), um composto metalico analogo a cisplatina,
apresentou atividade antitumoral em carcinoma ascitico de Ehrlich. Além disso, o
desenvolvimento de técnicas que consigam entregar agentes antitumorais com maior
seletividade representa uma das maiores areas de interesse na pesquisa do cancer.
Nanobiotecnologia € um novo campo de pesquisa envolvendo avancos na deteccgéo,
diagnostico e tratamentos de cancer. Nanoparticulas envolvem uma variedade de
nanosistemas coloidais que podem ser usadas para entrega de drogas. Algumas delas possuem
propriedades magnéticas e devido ao seu tamanho reduzido (4-12 nm) permitem maior
permeabilidade e retencdo no tumor. Assim, a associacdo de citrato de rodio (1) com
nanoparticulas magnéticas poderia melhorar o efeito antitumoral, em funcdo da maior
especificidade a células e a tecidos especificos. Deste modo, o objetivo deste estudo foi
avaliar as respostas toxicologicas e os efeitos antitumorais do tratamento sistémico com
citrato de rddio (1) livre e associado com nanoparticulas de maghemita em cancer de mama.
Camundongos BALB/c fémeas foram inoculados com 2 x 10* células de carcinoma mamario
4T1 para o estabelecimento do tumor. Apds sete dias, os animais foram tratados com citrato
de rddio (I1) livre, citrato de rédio (1) associado com nanoparticulas de maghemita e citrato
associado com nanoparticulas de maghemita, por via intravenosa. Os tratamentos foram
realizados a cada trés dias e os animais foram eutanasiados depois da terceira dose. Os
tumores foram removidos cirurgicamente, medidos, pesados e processados para as analises
histopatol6gicas com intuito de avaliar a atividade antitumoral. As imagens foram adquiridas
em microscopio de luz Zeiss Axiophot e as areas de necrose tumoral foram medidas com
software Motic Images Plus 2.0. Para as avaliagdes toxicoldgicas, amostras de sangue foram
analisadas por testes bioquimicos e hematologicos. Ndo foram observadas diferencas
significativas de volume e peso tumoral, embora todos os tratamentos tenham resultado em
reducdo nao significativa comparados ao controle. Citrato de rddio (I1) livre e associado com
nanoparticulas promoveram um aumento ndo significativo da area de necrose em relagdo ao
grupo controle. Além disso, analises bioguimicas e hematoldgicas de camundongos BALB/c
sem implante tumoral ndo apresentaram efeitos toxicos relativos aos compostos utilizados.
Assim, citrato de rodio (11) livre e associado com nanoparticulas de maghemita apresentaram
atividade antitumoral em carcinoma mamario 4T1, indicando que, com adequado ajuste da
dose, essas composi¢es podem apresentar potencial terapéutico para aplicacdo em cancer de
mama.

Palavras chave: Céancer de mama, citrato de rddio (I1), nanoparticulas de maghemita,

camundongos BALB/c, tratamento sistémico.



ABSTRACT

Breast cancer is one of the main causes of death among women around the world, with an
estimated of National Cancer Institute of 52,680 new cases in Brazil in 2012. Metal-based
antitumor drugs like cisplatin can induce favorable response in human solid tumors, however
its adverse side effects limit its clinical activity. Therefore, it was described that rhodium (1)
citrate, an metal-based compound analog to cisplatin, showed antitumor activity in Ehrlich
ascites breast carcinoma. Moreover, the development of techniques that can deliver anticancer
agents selectively represents one of the major areas of interest in cancer research.
Nanobiotecnology is a new field of research expected to advance in cancer detection,
diagnosis, and treatments. Nanoparticles encompass a variety of colloidal nanosystems which
can be used for drug delivery. Some metal nanoparticles has magnetic properties and
extremely reduced size (4-12 nm), allowing tissue permeability and drug retention into the
tumor. Then, the association of rhodium (Il) citrate with magnetic nanoparticles could
improve the antitumor effect by targeting specific cells or tissues. Hence, the aim of this study
was to evaluate the toxicological responses and antitumor activity of systemic treatment with
rhodium (I1) citrate free and associated with maghemite nanoparticles in breast cancer.
Females BALB/c mice were injected with 2 x 10* 4T1 mammary carcinoma cells for tumor
establishment. After seven days, animals were treated with free rhodium (1) citrate, rhodium
(1) citrate loaded maghemite nanoparticles and citrate-loaded maghemite nanoparticles by
intravenous administration. Treatments were carried out every three days and animals were
euthanized after the third dose administration. Then, tumors were surgically removed,
measured, weighted and prepared for histopathological analyses in order to evaluate the
antitumor activity. Images were acquired in Zeiss Axiophot light microscopy and tumor
necrosis areas were measured by Motic Images Plus 2.0 software. For toxicological
investigation, blood samples were analyzed by biochemical and hematological tests. No
significant differences were observed for tumor volume and weight, although all treatments
resulted in a non-significant reduction compared to control. Free rhodium (II) citrate and
rhodium (I1) citrate associated with maghemite nanoparticles promoted a non-significant
increased in necrosis area compared to control. Furthermore, biochemical and hematological
analysis of BALB/c mice without tumor inoculation didn’t show toxic effects of the used
compounds. Thus, free rhodium (Il) citrate and rhodium (II) citrate loaded maghemite
nanoparticles showed antitumor activity on 4T1 mammary carcinoma, indicating that, with
adequate adjustment of the dose, this compound can have potential for application in breast
cancer.

Keywords: Breast cancer, rhodium (Il) citrate, maghemite nanoparticles, BALB/c mice,

systemic treatment.
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1 INTRODUCAO

1.1 Origem do cancer

O céancer é a designacdo dada ao conjunto de manifestacbes patoldgicas que se
caracterizam pela perda de controle da proliferacdo celular e ganho da capacidade de invadir
tecidos adjacentes ou de sofrer metastases em tecidos distantes (RIBEIRO et al, 2003). Esse
crescimento descontrolado de células reflete na formacdo de um novo tecido denominado
neoplasma ou tumor (ROBBINS & COTRAN, 2005). O termo cancer refere-se
especificamente a formacdo de tumores malignos, ou seja, invasivos (ALMEIDA et al, 2005),
diferente do que ocorre em tumores benignos, localizados no seu tecido de origem
(WEINBERG, 2008).

O tipo de tumor é denominado de acordo com o nome do tecido em que se originou.
Geralmente, a denominacdo é feita indicando o nome do tecido seguido do sufixo oma. Por
exemplo, linfoma designa um tumor no tecido linfatico. Essa classificagdo primaria é utilizada
para tumores benignos e malignos. Quando tumores malignos surgem do tecido mesenquimal
eles sdo denominados sarcomas, como ocorre em tecidos de sustentacdo, tais como 0ssos,
tecido gorduroso, musculo e tecido fibroso de reforgo. Os neoplasmas malignos originados de
células epiteliais sdo denominados carcinomas. Estes constituem o tipo mais comum de
cancer, incluindo pele, boca, garganta, bronquios, es6fago, estbmago, intestino, bexiga, Gtero,
ovarios, ductos mamarios, prostata e pancreas. Carcinomas com padrdo glandular recebem,
ainda, a terminologia adenocarcinoma (ROBBINS & COTRAN, 2005; ALMEIDA et al,
2005).

O cancer de mama ¢é denominado carcinoma devido a sua origem epitelial, sendo uma
doenca heterogénea em nivel histolégico e molecular (VISVADER, 2009), embora quase
todos os tipos sejam adenocarcinomas (ROBBINS & COTRAN, 2005). A glandula mamaria é
constituida pelo tecido epitelial, formado por alvéolos e ductos que se conectam ao mamilo, e
pelo estroma, composto por tecido conjuntivo e adiposo (HENNIGHAUSEN & ROBINSON,
2005). Quando as células cancerigenas ficam restritas aos ductos e lI6bulos pela membrana
basal, forma-se o carcinoma in situ. Todavia, ao infiltrar no estroma, ultrapassando as paredes

do epitélio e alcancando o sistema vascular e os linfonodos, a populacdo neoplésica de células
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estabelece o carcinoma invasivo, podendo ocasionar metastases (ROBBINS & COTRAN,
2005).

A incidéncia do céncer ja foi relativamente rara em tempos mais antigos devido,
provavelmente, a menor expectativa de vida (PONCE et al, 1996). Atualmente, a reducdo das
taxas de mortalidade e de natalidade com consequente prolongamento da expectativa de vida
e envelhecimento populacional, levou ao aumento da incidéncia de doengas cardiovasculares
e do cancer. Além disto, os atuais padrbes de vida adotados em relacdo ao trabalho, nutricdo e
consumo em geral expdem os individuos a fatores ambientais mais agressivos, relacionados a
agentes quimicos, fisicos e bioldgicos resultantes de um processo de industrializacao cada vez
mais intenso (INCA, 2006). Assim, hoje o cancer constitui o principal fator de morte em
paises desenvolvidos estando em segundo lugar em paises em desenvolvimento, depois de
doengas cardiacas. Em 2008 7,6 milhGes de 6bitos no mundo foram causados por cancer,
sendo que quase dois tercos ocorreram em paises de médio e baixo desenvolvimento
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2011). No Brasil ha uma estimativa de que ocorram
518.510 novos casos de cancer em 2012, sendo que, entre as mulheres, o cancer de mama
podera ser o segundo mais incidente, com estimativa de 52.680, depois do cancer de pele ndo
melanoma (INCA, 2012).

1.2 Terapias convencionais do tratamento de cancer de mama

Os tratamentos convencionais utilizados para o cancer de mama abrangem cirurgia,
radioterapia, quimioterapia e hormonioterapia, dependendo das caracteristicas psicolégicas e
clinicas do paciente, assim como do avanco do tumor (BERGMANN et al, 2000).

A cirurgia é classificada em conservadora, quando o tumor é retirado sem a perda da
mama, e ndo conservadora, quando ocorre a mastectomia, processo de retirada da glandula
mamaria (BARROS et al, 2001). A escolha da cirurgia para o tratamento do cancer depende
da natureza e do estagio da doenca, estando normalmente associada a outros tratamentos. A
intervencdo cirdrgica pode ser necessaria para garantir 0 acesso de quimioterapicos aos vasos
sanguineos (BOYLE & LEVIN, 2008), ou para reduzir nddulos visiveis de tumor,
aumentando a eficiéncia da quimioterapia (AL-SHAMMAA & YONEMURA, 2008) ou da
radioterapia (ALMEIDA et al, 2005).

Com a descoberta de um meio gerador de raios X, a radioterapia tornou-se uma

ferramenta clinica essencial contra o cancer, de modo que cerca de 70 a 83% dos pacientes
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portadores de carcinoma mamario recebem esse tipo de tratamento. O processo de metastase,
contudo, exige um tratamento diferenciado ja que tanto a cirurgia como a radioterapia
possuem atuacgdo local. Desse modo, surgiu a necessidade de um tratamento sistémico que
garantisse acesso as células neoplasicas disseminadas pelo corpo (BOYLE & LEVIN, 2008).

Nesse sentido, a quimioterapia e a hormonioterapia sdo utilizadas para tratamentos
sistémicos do cancer de mama (BARROS et al, 2001). A aplicacdo de hormdnios deve-se a
capacidade de alguns tumores, com receptor hormonal positivo, apresentarem maior
crescimento na presenca de estrégenos. Assim, a utilizacdo de antagonistas do estrogeno,
como o tamoxifeno, pode ser efetiva no tratamento de pacientes com cancer de mama,
reduzindo a atuacdo desse hormonio em diferentes locais do corpo (BOYLE & LEVIN,
2008).

O tratamento de micrometéstases pode, em cerca de 60-70% dos casos, ser realizado
com a quimioterapia. Em 1942, o agente alquilante tipo mostarda nitrogenada
(meclorometamina), comumente usado em guerras como arma quimica, foi aplicado com
sucesso no tratamento de linfoma. Tal acontecimento marcou o inicio da era moderna de
quimioterapia do cancer, estando os agentes alquilantes entre os compostos antitumorais mais
empregados na atualidade (ALMEIDA et al, 2005).

Todas essas terapias, porém, apresentam desvantagens. A cirurgia e a radioterapia, por
exemplo, sdo ineficazes contra metastases. Além disso, as células saudaveis, vizinhas ao
tumor, podem sofrer danos causados pelos raios emitidos durante a radioterapia (AL-
SHAMMAA & YONEMURA, 2008; BOYLE & LEVIN, 2008). Os efeitos adversos
decorrentes dos tratamentos com quimioterapicos devem-se a sua falta de especificidade as
células tumorais, o que implica na elevacdo da dose terapéutica e, consequentemente, em
aumento da toxicidade sistémica.

E importante ressaltar que efeitos adversos como perda de cabelo e alteracdes no peso
corporeo decorrentes da quimioterapia e da hormonioterapia afetam a auto-estima feminina.
Ainda, disfungdes sexuais como redugdo da libido, decorrentes da hormonioterapia, e a
desfiguracdo do corpo, devido a mastectomia, também podem resultar em distarbios
psicolégicos (BOYLE & LEVIN, 2008). Dessa forma, o desenvolvimento de técnicas que
possibilitem a entrega de agentes antitumorais de forma seletiva, sem afetar tecidos saudaveis,

representa uma das areas de interesse na pesquisa contra o cancer (RAWAT et al, 2006).
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1.3 Uso de metais na quimioterapia

Quimioterdpicos metalicos sdo conhecidos desde meados do século XV, embora
tenham permanecido em esquecimento até a década de 60, quando foi descoberta a acéo
anticancerigena do complexo inorganico cis-diaminodicloroplatina (II) (cisplatina). Este
composto, juntamente com a carboplatina (cis-diamino 1,1-ciclobutano dicarboxilato),
constituem os anti-neoplasicos metélicos mais usados em tratamentos de tumores sélidos
atualmente. O seu mecanismo de agdo envolve a formagdo de ligagbes cruzadas intra e
interfilamentares entre guaninas, principalmente no seu sitio N7 (nitrogénio na posicao sete),
0 que causa distor¢Oes na dupla hélice e resulta em inibicdo da transcri¢do e da replicacédo do
DNA, levando a citotoxicidade (WING et al, 1984; KATSAROS &
ANAGNOSTOPOULOQU, 2002; ZHANG & LIPPARD, 2003).

A cisplatina é uma das drogas mais utilizadas no tratamento de varios tipos de cancer,
embora seu sucesso clinico seja limitado por seus efeitos adversos e pela resisténcia adquirida
ou intrinseca do tumor. Devido a isto, compostos a base de platina tém sido testados
clinicamente, buscando alternativas que possam melhorar as propriedades farmacéuticas da
cisplatina, tornando a atividade antitumoral mais eficaz (ZHANG & LIPPARD, 2003).

Além desses compostos a base de platina, a acdo anticancer de outros metais de
transicdo, como o radio, ja foi descrita (KATSAROS & ANAGNOSTOPOULOQU, 2002). A
atividade antitumoral de carboxilatos de rodio (1), por exemplo, tem sido estudada desde
1972, buscando superar as desvantagens do tratamento com a cisplatina, que traz elevada
toxicidade e quimioresisténcia ao organismo (SOUZA et al, 1996, 2006). Analises das
interacdes de carboxilatos de rodio (1) com DNA comprovaram que esses compostos sdo
capazes de formar ligagBes cruzadas covalentes entre as hélices do DNA. O comportamento
destas ligacdes cruzadas implica varios modos de coordenacdo, envolvendo interacGes axial-
axial, axial-equatorial e equatorial-equatorial entre 0 “ntcleo” de dirodio e 0 DNA. A
diferenca de reatividade entre distintas formulacdes de carboxilatos de rédio com a dupla
hélice esta relacionada com a labilidade dos seus grupos funcionais, o que pode possibilitar
interacdes com o DNA. Assim, o material genético € considerado um alvo potencial para a
acdo bioldgica dos compostos de carboxilato de rédio (I11) (DUNHAM et al, 2005).

Estudos preliminares, realizados na década de 70, revelaram que carboxilatos de rodio
(1) exibiram significativa atividade antitumoral in vivo em linhagens de tumores de L1210,
carcinoma mamario ascitico de Ehrlich, sarcoma 180 e P388 (KATSAROS &
ANAGNOSTOPOULOQU, 2002). Os carboxilatos de rodio (I1) (férmula geral [Rh2(O,CR)4])
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tém estrutura comum de quatro pontes de acetato, com uma curta ligacdo Rh-Rh e com
posicao axial coordenada (Figura 1) (SOUZA et al, 1996; GIL et al, 1998). Foi demonstrado
que estes compostos podem interagir com o DNA de modo similar ao da cisplatina, existindo
uma preferéncia por guanina, nas posicfes equatoriais dos carboxilatos de rodio (I1), e por
adenina, nas ligacdes axiais da molécula (KATSAROS & ANAGNOSTOPOULOU, 2002;
DUNHAM et al, 2005; ANGELES-BOZA et al, 2006).

Contudo, a maioria dos carboxilatos de rédio causa efeitos toxicos que limitam seu
uso. Desse modo, novos complexos continuam sendo testados na tentativa de identificar
composi¢des com menor toxicidade, mas que consigam conservar uma significativa atividade
antitumoral. Nesse sentido, foi observada uma maior taxa de sobrevida de animais tratados
com acetatos de rédio (II) ndo soluveis em &gua (REIBSCHEID et al, 1994). Outras
avaliacOes sugerem que a atividade anticdncer é maior em carboxilatos de rodio (I1) que
apresentem  radicais mais lipofilicos (GIL et al, 1998, KATSAROS &
ANAGNOSTOPOULOQOU, 2002). Todavia, compostos muito hidrofébicos sdo dificilmente
interiorizados pelas células, tornando-se pouco efetivos (WEINBERG, 2008).

Devido a toxicidade dos carboxilatos de rodio (I1) e a dificuldade de solubiliza-los em
agua, houve uma relativa perda de interesse pela pesquisa com esses compostos. No entanto,
estratégias que permitem aumentar a solubilidade de carboxilatos de rodio (1) em agua, foram
estabelecidas por meio de ligantes que possuam um grupo hidrofilico em posi¢des opostas na
molécula, como ocorre com acetato metoxiacetato de rodio (1), trifluoroacetato de rédio (I1) e
citrato de rodio (1) (SOUZA et al, 1996). Dentre essa nova classe de carboxilatos de di-rodio,
o citrato de rddio (Il), demonstrou ser promissor para a quimioterapia, tendo apresentado
significativa atividade antitumoral em tumor ascitico de Ehrlich (ZYNGIER et al, 1989).
Contudo, devido a sua alta solubilidade em 4&gua, sua eficiéncia é reduzida havendo
necessidade de uma elevada dose sistémica para garantir sua eficacia como agente antitumoral
in vivo. Deste modo, a associacdo do citrato de rodio (I1) com um carreador faz-se necessaria
para aumentar a retencdo deste composto no organismo (REIBSCHEID et al, 1994,
KATSAROS & ANAGNOSTOPOULOU, 2002).

O citrato de radio (1) é constituido por dois &tomos de rédio ligados a duas moléculas
de 4agua na posicdo axial e a quatro moléculas de citrato, possuindo a formula molecular
[Rha(H4cit)4] (Figura 2). Esse composto possui oito acidos carboxilicos livres (-COOH) (dois
para cada citrato) e duas hidroxilas (-OH) das moléculas de agua (CARNEIRO et al, 2011a).
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Figura 1: Estrutura geral de carboxilatos de rédio (11) (GIL et al, 1998).
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Figura 2: Esquema da molécula de citrato de rédio (1) (CARNEIRO et al, 2011a).

1.4 Nanobiotecnologia como sistema de entrega de drogas

As metodologias contemporaneas adotadas para o tratamento do cancer,
particularmente as envolvidas na distribuicdo de drogas a alvos especificos, tém trazido
progresso em relacdo as terapias tradicionais. A necessidade de um maior direcionamento ao
sitio alvo deve-se a baixa seletividade dos quimioterapicos, que embora sejam mais toxicos as

células cancerosas, também causam injurias aos tecidos normais, resultando em efeitos
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adversos. De fato, é a toxicidade as células normais que restringe a dose e a frequéncia do
tratamento, fatores que influenciam a persisténcia do cancer apds a quimioterapia (RAWAT
et al, 2006; HALEY & FRENKEL, 2008).

A entrega de drogas a alvos especificos pode envolver a criagdo de sistemas com
dimensbes reduzidas (YIH & AL-FANDI, 2006). O tamanho de nanoparticulas tem
influéncia, por exemplo, no transporte passivo de drogas através dos canais endoteliais dos
vasos, além de determinar a velocidade com que as particulas sejam eliminadas pelos sistemas
reticulo-endoteliais. A maior demanda por sangue em tumores maiores que 2 mm?® resulta no
processo de angiogénese, em que ha a rapida formacéo de vasos com ramificacGes anormais e
didmetros superiores aos encontrados em vasos sanguineos de tecidos saudaveis (100 a 800
nm). Isso juntamente com a escassa drenagem linfatica proxima ao tecido tumoral aumenta a
permeabilidade e retencdo das nanoparticulas no tumor. Nesse sentido, a utilizacdo de
nanoparticulas pode aumentar o indice terapéutico de agentes quimioterapéuticos, superando
algumas barreiras fisiologicas e farmacologicas para tornar mais efetivo o tratamento de
cancer (FAHMY et al, 2005; KIM & NIE, 2005; YIH & AL-FANDI, 2006; HALEY &
FRENKEL, 2008).

Nanotecnologia € uma ciéncia interdisciplinar que abrange biologia, quimica,
engenharia e medicina e possibilita avangcos na pesquisa de cancer por meio da utilizacdo de
nanoparticulas (NIE et al, 2007). Estas sdo construidas na escala hanomeétrica, pela defini¢éo
usual de 1 a 100 nm (RAWAT et al, 2006; ARRUEBO et al, 2007), ou até algumas centenas
de nanémetros, segundo alguns pesquisadores (FAHMY et al, 2005; SAHOO et al, 2007).

Nanoestruturas abrangem uma variedade de nanosistemas coloidais de origem
organica (lipossomas e polimeros) ou inorganica (ceramicas e metais) (YIH & AL-FANDI,
2006). Lipossomas sdo vesiculas concéntricas formadas por bicamada lipidica com
fosfolipideos naturais ou sintéticos. Dentre as nanoparticulas poliméricas, estdo diferentes
estruturas biodegradaveis e biocompativeis como nanocapsulas, nanoesferas, dendrimeros,
micelas poliméricas e nanogéis. As nanoparticulas de ceramica, formadas por compostos
como silica, titnio e aluminio, sdo capazes de envolver e proteger moléculas suscetiveis a
desnaturalizacéo por alteracdo de pH e de temperatura (RAWAT et al, 2006). Extremamente
pequenas (<50 nm), as nanoparticulas metalicas proporcionam o carreamento de doses mais
elevadas de drogas por apresentarem maior area de superficie (FAHMY et al, 2005; YIH &
AL-FANDI, 2006; ARRUEBO et al, 2007). Alem disso, algumas possuem propriedades

magnéticas que direcionam a droga ao alvo por meio do uso de campo magnetico externo
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(TARTAJ et al, 2005). Essas séo tipicamente esféricas, com diametro ainda mais reduzido,
variando entre 4 e 12 nm (MORALIS, 2001), tamanho essencial para aumentar sua area efetiva
de superficie e melhorar a difusdo da droga pelos tecidos, ultrapassando a membrana
plasmaética e até mesmo o envelope nuclear (TARTAJ et al, 2005; ARRUEBO et al, 2007).

1.5 Nanoparticulas magnéticas e sua associacao a citrato de rodio (11)

Usualmente utilizados na sintese de nanoparticulas magnéticas, os oxidos de ferro
coloidais, como a magnetita (FesO4) e a maghemita (y-Fe,O3) sdo ferritas insolUveis na agua,
que apresentam propriedades superparamagnéticas, resultantes da formagdo de um grande
momento magnético durante a aplicacdo de um campo magnético externo (HILGER et al,
2005; COUVREUR & VAUTHIER, 2006; DOUZIECH-EYROLLES et al, 2007). Deste
modo, nanoparticulas magnéticas associadas a drogas podem ser direcionadas e acumuladas
no tumor aumentando a eficacia da quimioterapia (LUBBE et al, 1996; FAHMY et al, 2005;
YIH & AL-FANDI, 2006).

Nanoparticulas superparamagnéticas sdo interessantes para aplicagdes via intravenosa,
pois elas ndo mantém o magnetismo apds a retirada do campo magnético, o que é essencial
para que as particulas se mantenham estaveis, sem formar agregados capazes de ocasionar
embolia nos vasos e obstruirem a sua difusdo no organismo (BERRY & CURTIS, 2003,
ALEXIOU et al, 2005). Além disso, nanoparticulas magnéticas podem apresentar boa
tolerancia fisioldgica se forem funcionalizadas de modo a evitar a sua opsonizacgao (processo
de ligacdo a anticorpos presentes no plasma) e consequente remocao pelo sistema reticulo
endotelial. Para isso, a superficie das nanoparticulas deve ser modificada por meio de agentes
hidrofilicos, ja que componentes hidrofébicos sdo eficazes em se ligar a proteinas
plasmaticas. Assim, a utilizacdo de polimeros hidrofilicos, como a dextrana, o polyetileno
glicol (PEG) e o poly(DL-lactic acid) (PLA), & mais adequada para estabilizar nanoparticulas
(ALLEMANN et al, 1993; LACAVA et al 2001; BERRY & CURTIS, 2003; COUVREUR &
VAUTHIER, 2006), pois evita a formacdo de agregados e reduz o processo de opsonizacéao,
resultando em uma lenta remocdo das particulas pelas células fagocitarias (BERRY &
CURTIS, 2003).

Fluidos magnéticos a base de agua podem ser estaveis em pH neutro e em salinidade
fisiologica dependendo do surfactante da particula (LACAVA et al, 1999). A utilizacdo do

citrato como cobertura de nanoparticulas de maghemita resulta em um fluido magnetico



25

hidrossolivel e com toxicidade reduzida devido a ampla distribuicdo desse composto no
organismo (ZYNGIER et al, 1989; BRUGIN, 2007). O citrato de rodio (I1) apresenta grupos
funcionais constituidos por &cidos carboxilicos (—-COOH) e por hidroxilas (—OH) na sua
estrutura. Estes grupos funcionais sdo quimicamente semelhantes a moléculas bioativas
usadas para funcionalizar nanoparticulas magnéticas, levando a suspensdes coloidais estaveis
com excelente biocompatibilidade (CARNEIRO et al, 2011b). Esses grupos livres funcionais
sdo apropriados para interagir com superficies de nanoparticulas de maghemita (y-Fe,Os3)
proporcionando estabilidade coloidal (Figura 3) (NUNES et al, 2010). Assim, a associacao
de citrato de rédio (1) com nanoparticulas magnéticas poderia aumentar a especificidade com
0 tecido alvo e reduzir a toxicidade sistémica, otimizando sua liberacdo controlada no

organismo.

Figura 3: Esquema da associa¢do de uma nanoparticula de maghemita com uma molécula de citrato de rodio (1)
(NUNES et al, 2010).

1.6 Experimentos in vivo no estudo de cancer de mama

Trabalhos experimentais envolvendo a indu¢do de tumor em animais foram iniciados
no final do século XIX, sendo que a simples observacdo dos pacientes com cancer era até

entdo a metodologia mais utilizada no estudo desta doenga. Foi nesse periodo, também, que
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houve o aperfeicoamento da microscopia e 0 descobrimento de raios X, possibilitando
pesquisas mais avancadas na investigacdo de neoplasias (PONCE et al, 1996).

Modelos de cancer em animais séo sistemas que mimetizam a natureza do tumor
encontrado em humanos. Assim, a escolha do modelo tumoral in vivo é fundamental durante a
investigacdo de uma nova droga anticancerigena. As duas metodologias mais empregadas no
estabelecimento de céancer em animais de laboratorio envolvem inducdo quimica ou
transplante de células tumorais (KERBEL, 2003). Este procedimento é classificado em
ortépico, quando as células tumorais sdo implantadas na mesma regido anatdbmica de onde
foram originalmente retiradas, ou ectopico, em que o crescimento tumoral ocorre em um local
diferente (SHARMA et al, 2010). O modelo ortopico é mais apropriado para compreender a
interacdo da droga com o tumor em seu microambiente original, trazendo informagdes a
respeito do modo como as células neoplésicas respondem ao sistema imune, ao sangue, aos
horménios e aos fatores de crescimento (GARBER, 2006; CARNEIRO et al, 2010).

Assim, torna-se importante, em pesquisas com cancer de mama, observar,
histopatologicamente, em animais como camundongos, a organizacdo de células tumorais
implantadas ortopicamente na glandula mamaria e a sua interacdo com o tecido adiposo ao
redor. Contudo, esse modelo tumoral pode nédo predizer eficientemente os efeitos da droga em
estudo, pois as células e o microambiente utilizados nessas analises ndo sdo idénticos aos dos
seres humanos (HEINDRYCKX et al, 2009; CARNEIRO et al, 2010). A mama humana é
constituida por uma ramificagdo de ductos que terminam em cachos denominados de unidades
lobulares dos ductos terminais (ULDTSs), sendo que a maioria dos canceres de mama surge
nessas regides. Em contraste, no tecido epitelial maméario de camundongos ndo existem
ULDTs, havendo, no entanto, o desenvolvimento de botdes terminais a cada ciclo estral
(Figura 4) (VISVADER, 2009). A formagdo desses botOes terminais ocorre durante a
puberdade a partir do crescimento e da ramificacdo os ductos (Figura 5) (HENNIGHAUSEN
& ROBINSON, 2005). Além disso, a glandula mamaria de camundongos tem menos tecido
conjuntivo do que a de seres humanos, mas muito mais adipdcitos. Apesar das diferencas
na arquitetura dos ductos entre as espécies, estudos in vivo com cancer de mama tém
demonstrado similaridades nos grupos celulares e no tecido mamario de humanos e de
camundongos (VISVADER, 2009).



27

Humano Camundongo

estroma

I'--t unidades lobulares
dos ductos terminais

\ mamilo [ ..f- a4
7 dueto

tecido adiposo

mamilo

‘
|

¥

Figura 4: Esquema da estrutura da mama humana e de camundongo (modificada de VISVADER, 2009).
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Figura 5: Esquema (A) e fotomicrografia (B) da mama de camundongo na puberdade (modificada de
HENNIGHAUSEN & ROBINSON, 2005).

O comportamento do tumor e seu padrdo de progressdao na glandula maméria
apresentam caracteristicas singulares que podem ser avaliadas por microscopia de luz. Esta
ferramenta é comumente utilizada em medicina para determinar o estagio de desenvolvimento
do céncer, seu carater invasivo e 0 seu progndstico. Assim, a histopatologia do tumor pode ser
utilizada para identificar caracteristicas como: o alto padréo de proliferacéo celular devido ao
aumento no namero de figuras mitdticas; a presenca de maior densidade de vasos sanguineos,
devido a angiogénese tumoral; a proporcdo de necrose ocasionada pelo tratamento; e a

invasdo de células tumorais em tecidos distantes, indicando metastase (VISVADER, 2009).
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Estudos preliminares realizados pelo nosso grupo demonstraram que o tratamento com
citrato de rodio (1) livre e associado a nanoparticulas de maghemita, na regido do tumor
(administracdo peritumoral), induziu regressdo do carcinoma mamario 4T1 estabelecido
ortopicamente em camundongos BALB/c (CARNEIRO, 2011). Contudo, ndo existem
estudos sobre a acdo sistémica desses compostos. E importante investigar o efeito do
tratamento com citrato de rodio (11) livre e associado a nanoparticulas de maghemita apods
administracdo intravenosa, ja que na clinica essa é a via de administracdo mais utilizada no
tratamento de céncer metastatico. Além disso, sabe-se que o ferro € degradado por vias
metabolicas normais, pois quando as nanoparticulas atingem a corrente sanguinea, elas sao
capturadas e transportadas ao figado, baco e medula 6ssea, onde sdo degradadas. Dependendo
da biodegradabilidade e tamanho, podem se acumular nas vesiculas lisossomais das células de
Kupffer no figado e serem incorporadas a bile e excretadas juntamente com as fezes.
Normalmente as particulas de menor tamanho séo filtradas pelos rins e eliminadas pela urina,
embora permanecam por mais tempo na corrente sanguinea em virtude do menor
reconhecimento pelo sistema reticulo-endotelial (ARRUEBO et al, 2007).

Desse modo, torna-se relevante testar a agdo antitumoral e toxicoldgica do citrato de
rodio (I1) livre e associado com nanoparticulas de maghemita mediante tratamento sistémico
(via intravenosa) em camundongos portadores de carcinoma mamario. Para isso, a utilizacéo
da linhagem tumoral 4T1 é uma boa alternativa, j& que ela apresenta comportamento
metastatico semelhante ao que ocorre em cancer de mama humano e também possibilita um
rapido crescimento ortépico do tumor em camundongos (PULASKI & OSTRAND-
ROSENBERG, 2000).
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2 JUSTIFICATIVA

Em virtude do cancer de mama ser a segunda causa mais comum de morte por cancer
entre as mulheres e também pelo fato das terapias disponiveis provocarem efeitos adversos,
torna-se necessario o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas que possam
minimizar os efeitos toxicos e sisttmicos dos tratamentos convencionais. Neste sentido, 0 uso
de nanoparticulas magnéticas como carreadoras de farmacos ao tecido alvo pode representar
uma alternativa as terapias convencionais. Assim, estudos dos efeitos bioldgicos, incluindo
acdo antitumoral e toxicidade de nanoparticulas associadas a citrato de rodio (1) sdo

fundamentais para explorar o seu potencial terapéutico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade e a atividade antitumoral do tratamento sistémico com citrato de
rodio (Il) livre e associado a nanoparticulas magnéticas de maghemita em camundongos

BALB/c portadores de carcinoma mamario.

3.2 Objetivos Especificos

o Analisar o efeito antitumoral apds administracdo intravenosa de citrato
de rodio (I1) livre e associado a nanoparticulas magnéticas de maghemita por meio de

avaliagdes do tamanho tumoral e da histopatologia do tumor.

o Avaliar a possivel toxicidade sistémica induzida pelos tratamentos com
citrato de rodio (I1) livre e associado a nanoparticulas magnéticas de maghemita por
meio de andlises bioquimicas, hematoldgicas, histopatoldgicas de pulmdes e figado e

genotoxicas em células de medula 6ssea.



31

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Amostra de citrato de rédio (1) e dos fluidos magnéticos associados

Os testes antitumorais e de toxicidade in vivo foram realizados com citrato de rddio
(I (RhoCit), livre e associado com nanoparticulas (NPs). As amostras de Rh,Cit, de
nanoparticulas de maghemita funcionalizadas por Rh,Cit (Magh-Rh,Cit) e de nanoparticulas
de maghemita funcionalizadas por citrato sem rédio (1) (Magh-Cit), utilizado como controle
das NPs, foram sintetizadas e caracterizadas no Instituto de Quimica da Universidade Federal
de Goias (UFG), pela doutoranda Eloiza da Silva Nunes, sob orientacdo do professor Dr.
Aparecido Ribeiro de Souza. Para as avaliacdes bioldgicas, foram utilizados um dnico lote de
Rh,Cit (2,3 mM) e dois lotes distintos de Magh-Rh,Cit e Magh-Cit com concentracdes
definidas de citrato de rodio e de ferro (Tabelas 1 e 2).

As Magh-Rh,Cit do Lote 1 apresentaram elevada estabilidade coloidal, com diametro
hidrodinamico de 60 nm e potencial zeta de -38 mV, quando diluidas em soro fisioldgico
(NUNES et al, 2010). Ainda, a caracterizacdo do diametro modal dessas NPs foi realizada por
microscopia eletrénica de transmissdo (MET) (JEOL 1011), resultando em uma média de 7,85
nm (CARNEIRO et al, 2011b).

O diametro hidrodindmico e o potencial zeta das Magh-Rh,Cit do Lote 2 foram
adquiridos no equipamento Zetasizer ZS (Malvern), com laser de 633 nm. Essas analises
foram realizadas no laboratério de Biofisica Estrutural da Universidade de Brasilia, com
auxilio da mestranda Mary-Ann Elvina Xavier, sob orientacdo da Prof. Sénia Maria de
Freitas. Além disso, a caracterizacdo da morfologia e do didmetro modal dessas NPs foi
realizada por MET (JEOL 1011) e por microscopia eletronica de varredura (MEV) (JEOL
JSM-7001F).
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Tabela 1- Concentragdes de rddio (I1) e de ferro nas solugdes estoques do Lote 1 de Magh-
Rh,Cit e de Magh-Cit.

Magh-Rh,Cit Magh-Cit

[Rh2] 4,11 mmol/lL -

[Fe] 1,89 mol/L 0,99 mol/L

Tabela 2— Concentracdes de rodio (I1) e de ferro nas solucdes estoques do Lote 2 de Magh-
Rh,Cit e Magh-Cit.

Magh-Rh,Cit Magh-Cit

[Rh2] 0,79 mmol/L -—----—m--

[Fe] 0,079 mol/L 0,183 mol/L

4.1.2 Células

Células de carcinoma mamario murino da linhagem 4T1 foram cedidas pela Prof?.
Dra. Suzanne Ostrand-Rosenberg (Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de
Baltimore; Maryland—-EUA, ATCC® CRL-2539TM), para a realizacdo do implante tumoral.

4.1.3 Animais

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados camundongos fémeas isogénicos
da linhagem BALB/c (Mus musculus), obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigacao
Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB) da Universidade de
Campinas, Campinas-SP. Todos os animais foram atestados pelo Laboratdrio de Controle de
Qualidade Animal como isentos de agentes infecciosos capazes de causarem riscos a salde
humana. A pratica do presente projeto foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
da Universidade de Brasilia (UnBDOC n°. 109434/2008, anexo 1).
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4.2 Meétodos

4.2.1 Manutencao dos animais

Os camundongos foram mantidos no biotério do Laboratério Nanogen (UnB), em
gaiolas de plastico, com serragem, a temperatura controlada de 23°C, com ciclo claro/escuro
de 12/12 horas e com fornecimento de agua filtrada e de racdo ad libitum.

Os camundongos foram distribuidos em trés diferentes experimentos: animais sem
tumor, para avaliacdo da toxicidade sistémica das composicdes em estudo (Experimento 1), e
animais inoculados com células tumorais, para avaliacdo dos efeitos anti-neoplasicos dos

tratamentos (Experimento 2 e Experimento 3).

4.2.2 Avaliacéo da toxicidade aguda — Experimento 1

Ao atingirem 12 semanas de vida, 20 camundongos foram pesados e distribuidos em
quatro grupos experimentais, de modo a manter a massa corpérea homogénea em cada grupo.
Os animais foram tratados com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit (Lote 2) e Magh-Cit (Lote 2), em doses
preparadas de acordo com a massa de cada camundongo, resultando em concentragdes iguais
de miligramas de citrato de rodio e de ferro por quilograma de massa corporal dentro de um
mesmo grupo (Tabela 3). O tratamento foi realizado via intravenosa, em dose Unica,
administrada na cauda, para verificacdo de possivel toxicidade aguda no periodo de 48 horas.
Para estabelecer o controle do experimento, foram utilizados animais sadios inoculados com
50 uL de solucgdo salina. A toxicidade aguda foi avaliada por meio da observacdo da taxa de
sobrevivéncia, dos exames de urina, hemograma e bioquimico e das analises histopatolégicas

do figado e pulmao, conforme descrito nos topicos 4.2.4.1 - 3.

Tabela 3— Concentracdes de citrato de rodio e de ferro utilizadas nas composicdes de Rh,Cit,
Magh-Rh,Cit e Magh-Cit durante o Experimento 1.

Rh,Cit Magh-Rh,Cit Magh-Cit
mg/kg mg/kg mg/kg
[Rh,Cit] 14,1 2,8 _

[Fe] 16,7 223
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4.2.3 Avaliacdo do efeito antitumoral e toxicoldgico — Experimentos 2 e 3

4.2.3.1 Cultura e manutencao das células tumorais

As células 4T1, estocadas em nitrogénio liquido, foram descongeladas uma semana
antes do experimento, transferidas para frascos de 25 cm? (TPP, USA) e cultivadas em meio
de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma, St. Louis, MO)
suplementado com 1% de penicilina e 10% de soro fetal bovino (SFB) em incubadora imida
a 37°C com 5% de CO..

Para manutencao das células, foi realizado um repique para ndo atingir a confluéncia.
Neste procedimento, elas foram desprendidas da garrafa por acdo de 0,25% de tripsina-EDTA
(Gibco, USA) mantida no meio por 3 minutos a 37 °C. A seguir, a tripsina foi neutralizada
com DMEM e descartada ap6s centrifugacdo. O meio de cultura foi reposto e as células foram
mantidas nas condi¢bes descritas acima, até atingir quantidade celular suficiente para os
experimentos in vivo. Para estabelecer o nimero de células viadveis desejado para 0s
experimentos, foi realizada contagem em camara de Neubauer, com auxilio do corante azul de

tripan.

4.2.3.2 Inoculacdo de células tumorais

Os animais com 9 a 12 semanas de vida foram anestesiados com solucdo de
guetamina/xilazina, doses aproximadas de 15 mg/kg e 5 mg/kg, respectivamente, pesados e
inoculados com 2 x 10* células 4T1 na glandula maméria abdominal esquerda, em uma
suspensédo de 50 uL de meio DMEM sem SFB. O periodo de estabelecimento do tumor foi de
sete dias (CARNEIRO et al., 2010).

4.2.3.3 Tratamentos

Os tratamentos foram realizados apds o estabelecimento tumoral na glandula mamaria.
Para as aplicacOes, foi utilizada a via intravenosa, com 50 L de solugdo administrada na
cauda a cada quatro dias, totalizando trés aplicacGes de Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit
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(controle das NPs). As composi¢Ges nanoparticuladas de Magh-Rh,Cit e Magh-Cit
empregadas nos Experimentos 2 e 3 foram referentes aos Lotes 1 e 2, respectivamente.

Na avaliacdo do efeito antitumoral e toxicologico do Experimento 2, os animais
foram pesados e distribuidos aleatoriamente em cinco grupos experimentais, com oito
camundongos cada: (1) sadio (controle negativo), (2) controle (controle tumor), (3) Rh.Cit,
(4) Magh-Rh,Cit e (5) Magh-Cit. O grupo sadio foi composto por camundongos sem tumor e
sem tratamento e o grupo controle, por animais portadores de tumor tratados com agua
destilada, solvente do citrato de rodio (I1). Previamente a cada administracdo, a concentracao
de ferro e de citrato de rodio (II) das amostras foi calculada de acordo com a media das
massas corporeas de cada grupo de camundongos. Este procedimento resultou em
concentracdes similares entre si, calculadas em miligramas de ferro e de citrato de rddio por
quilograma de massa corporal do animal. Devido as alteracbes de massa de cada animal,
foram calculadas as concentracbes médias de ferro e de citrato de rodio (Il) para as trés
aplicacdes (Tabela 4).

Para 0 Experimento 3, 30 animais foram pesados e distribuidos nos grupos
experimentais descritos acima, porém mantendo a massa corporea homogénea em cada grupo.
Em cada administracdo, a concentracdo de ferro e a de citrato de rodio (I1) das amostras foram
calculadas de acordo com as massas de cada camundongo, mensuradas antes da realizacdo da
respectiva aplicacdo. Assim, as concentragdes, tanto de ferro quanto de citrato de rodio (I1),
permaneceram iguais em todos os camundongos tratados, ja que foram calculadas em
miligramas por quilograma de massa corporal do animal. Na Tabela 5, estd descrita a
concentracdo de ferro e de citrato de rédio (11) usada em cada tratamento. No Experimento 3,
também foram utilizados grupos controle e sadio, contudo, nestes animais a inoculacao foi

realizada com solucéo salina.

Tabela 4- Média das concentracdes de citrato de rodio e de ferro utilizadas ao longo do
Experimento 2 nas composi¢des de Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit.

Rh,Cit Magh-Rh,Cit Magh-Cit
(mgrkg) (mg/kg) (mgrkg)
[Rh,Cit] 0,5 0,5 _

[Fe] 14 14
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Tabela 5 — Concentrages de citrato de rédio e de ferro utilizadas nas composi¢des de Rh,Cit,
Magh-Rh,Cit e Magh-Cit durante o Experimento 3.

Rh,Cit Magh-Rh,Cit Magh-Cit
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
[Rh.Cit] 2,4 0,5 _
[Fe] _ 2,8 3,7

4.2.4 Coleta de material

Apo6s 48 horas (Experimento 1) e no 19° dia apds o implante de células tumorais,
quatro dias ap6s o Ultimo tratamento (Experimento 2 e 3), os camundongos foram
anestesiados, pesados, submetidos a coleta de sangue e eutanasiados por deslocamento

cervical.

4.2.4.1 Coleta de sangue para as analises hematol6gicas e bioquimicas

Uma aliquota de sangue, aproximadamente 1000 pL, foi coletada por puncdo cardiaca
com auxilio de seringas descartaveis de 1 mL. O volume sanguineo foi, entdo, separado em
um minitubo para andlise hematoldgica, com anticoagulante EDTA (&cido
etilenodiaminotetracético bipotassico, 10%), e em outro para a analise bioquimica, com gel
separador de soro sanguineo. Para hematologia, o sangue foi cuidadosamente homogeneizado
por inversdo, logo apds a coleta e, em seguida, foi mantido a 4°C. Para a separacdo do soro, 0
segundo minitubo foi centrifugado (4000 rpm) por 10 minutos a 4°C.

Os testes bioquimicos (Experimentos 1, 2 e 3) e o hemograma (Experimento 2)
foram realizados pelo laboratdrio clinico Sabin, que contribuiu em parceria com o presente
projeto. As andlises do hemograma dos Experimentos 1 e 3 foram realizados no Laboratorio
Nanogen (UnB).

Os valores obtidos das analises do sangue de camundongos sadios foram adotados
como referéncia para comparagdes hematologicas e bioquimicas com os demais grupos. Isso

se deve a necessidade da existéncia de um grupo controle da mesma linhagem, idade, sexo e
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estado de salde, que estejam sob as mesmas condi¢fes ambientais (ciclo claro/escuro de
12/12 horas, temperatura de 23°C, agua filtrada e racdo ad libitum) dos animais portadores de
carcinoma mamario. Os valores de referéncia descritos na literatura para camundongos
BALB/c também foram considerados (VIANA, 2007).

O plasma sanguineo foi obtido de amostras de sangue de camundongos sadios e de
portadores de carcinoma mamario sem tratamento (controle) ou tratados com Rh,Cit, Magh-
Rh,Cit e Magh-Cit. Para as dosagens de creatinina, transaminase piravica (TGP) e ferro
sérico foram utilizados, respectivamente, os métodos colorimétrico (Jaffe), cinético
optimizado U.V. e ferrozine.

A partir do eritrograma, foram estabelecidos os valores de hemacias, de hemoglobina
(HGB), do hematdécrito (HCT), do volume corpuscular médio (VCM), da hemoglobina
corpuscular média (HCM), da concentracdo hemoglobinica corpuscular média (CHCM) e do
coeficiente de variagdo da distribuicdo do tamanho de hemécias (RDW-CV).

Na avaliacdo do plaguetograma e do leucograma foi medida a quantidade de plaquetas
e de leucdcitos totais, em um milimetro cubico de sangue. Nessa andlise, foi estabelecida,
ainda, a proporcdo dos diferentes gldbulos brancos, incluindo os linfdcitos, os neutréfilos e

mondcitos, e os eosinofilos.

4.2.4.2 Coleta de urina para exame de rotina

No Experimento 1, os camundongos foram manuseados sobre parafilme estéril, até
liberacdo completa da urina (KURIEN & SCOFIELD, 1999). Esta foi coletada com auxilio de
pipeta, e mantida em microtubos, a 4°C, até a analise. O exame de rotina da urina — EAS
(elementos anormais e sedimento) foi realizado pelo laboratério clinico Sabin.

Para andlises de bioguimica urinaria, foi utilizado o equipamento Urisys 2400, que
mensura a densidade da urina por densitometria e realiza a reflectancia para avaliar 0s
parametros pH e presenca de proteinas, glicose, corpos cetdnicos, bilirrubinas, hemoglobina,
nitritos e urobilinogénio. Os elementos urinarios (Leucocitos, Hemécias, Cilindros, Bactérias,
Células Epiteliais) foram analisados no equipamento UF 1000, tendo como metodologia a

Citometria de Fluxo.
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4.2.4.3 Coleta do tumor e dos 6rgaos

Depois de submetidos a eutanésia, os camundongos tiveram sua cavidade abdominal
exposta para se observar a localizacdo do tumor préoximo a mama. Com auxilio de
instrumentos cirdrgicos, o tumor foi rapidamente coletado, medido, fotografado e dividido em
tamanhos proximos a 1 cm para a analise em microscopia de luz. No Experimento 2, os
tumores foram mensurados com paquimetro, para obtencdo dos parametros comprimento,
largura e espessura. Para calcular o volume tumoral, foi utilizada a formula abaixo, conforme
descrito por Kukowska-Latallo et al. (2005). No Experimento 3, os tumores e 0s bacos foram
pesados para verificacdo da redugdo tumoral e producdo linfocitaria, respectivamente.

Volume = (comprimento x largura® x 0,52) mm?

Os tumores e 6rgdos coletados (tecido mamario, pulmdo e figado) foram lavados em
tampdo PBS (solucdo tamponada de fosfato) 0,1 M. Os tecidos tumorais foram fixados por 4
horas a temperatura ambiente, com solucdo de paraformaldeido 4% diluido em PBS. J& os
orgéos, foram mantidos por 24 horas com solucao de Davidson (40 mL de glicerina, 80 mL de
formol 40%, 120 mL de etanol 95%, 120 mL de agua destilada, 36 mL de &cido acético). Em
seguida, o material foi armazenado a 4°C em alcool 70%.

4.2.4.4 Coleta da medula 6ssea

Logo ap0ls a retirada dos orgdos, foi coletada a medula 6ssea dos fémures dos
camundongos. Para isso, as epifises foram seccionadas e a medula déssea foi depositada em
tubos para centrifugacdo, mediante lavagem do fémur com 1 mL de SFB, utilizando-se de
uma agulha acoplada a uma seringa. Posteriormente, as células da medula déssea foram
centrifugadas por trés minutos (2500 rpm) a 8°C, fixadas em 1 mL de etanol 70% (8°C) e

armazenadas a 0°C por 24 horas.

4.2.5 Microscopia de luz

Todas as amostras armazenadas em etanol 70% foram desidratadas com 80%, 90% e

100% (2 banhos) de &lcool anidro hidratado. Em seguida, foram diafanizadas em solucéo de
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etanol e xileno (1:1) e em 3 banhos de xileno 100%, infiltradas em parafina (2 banhos) e
emblocadas em formas de metal (3 cm x 3 cm), até resfriamento a temperatura ambiente. Para
cada solucdo, as amostras foram submetidas a agitacdo continua durante 1 hora.

Os cortes histologicos (3 a 5 um) foram realizados em microtomo, modelo Leica
RM2235. As seccdes foram distendidas, previamente, em alcool 30% e, depois, em banho-
maria, a 50°C, para serem coletadas com laminas de vidro. Estas foram mantidas em estufa, a
37°C, por 12 horas.

Para coloragdo, os cortes histologicos foram reidratados durante 60 segundos, em trés
banhos de xileno 100% e em concentra¢des decrescentes de etanol (100 a 70%). Em seguida,
foram corados com hematoxilina e eosina por 50 segundos. A desidratacdo foi feita com
solugdes crescentes de etanol e xileno 100% (60 segundos cada banho) e as laminas foram
recobertas por laminulas, utilizando-se Entellan® como meio de montagem, e secadas em
estufa (37°C) por 12 horas. As laminas foram fotografadas com camera fotografica (MC 80
DX), acoplada ao microscopio de luz modelo Zeiss Axiophot.

Mudancas nos tecidos do figado de camundongos dos Experimentos 1, 2 e 3 foram
avaliadas através do Indice de Alteracdes Histopatoldgicas-1AH, que é baseado na gravidade
das lesbes e na possibilidade de recuperacdo. Para célculo do IAH (modificado por
POLEKSIC & MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994), alteragdes hepéticas foram classificadas em
trés estagios progressivos de insuficiéncia funcional hepatica: estagio | = mudancas que nédo
danificam o tecido do figado de forma irreversivel; estagio Il = mudancas reparaveis, que sao
mais graves, afetando a funcéo dos tecidos associados; estagio 111 = mudancas que impedem
o restabelecimento da estrutura funcional do figado, mesmo com a mudanca do ambiente ou
suspensdo do tratamento com quimioterapico e nanoparticulas.

O IAH foi calculado pela soma do numero de tipos de lesdes em cada um dos trés
estagios e multiplicado pelo indice do estégio, utilizando-se a seguinte equacdo matematica
proposta por Poleksi¢ e Mitrovic-Tutundzi¢ (1994): IAH = (1xXI) + (10xXII) + (100xXIII),
onde I, 1l e 111, representam o numero de lesdes de fase I, 11 e 111, respectivamente.

O valor obtido de cada IAH dos camundongos foi utilizado para calcular o indice
médio de cada grupo de animais sadio, controle e tratados com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-
Cit. As médias do IAH foram divididas em cinco categorias, conforme proposto por Langiano
e Martinez (2008): 0-10: figado funcionalmente normal; 11-20: figado ligeiramente a
moderadamente danificado; 21-50: figado moderadamente a fortemente danificado; 51-100:
figado severamente danificado; acima de 100: figado danificado de forma irreparavel.
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As mensuraces histométricas foram realizadas no Programa Image Pro-Plus 6.0
(Media Cybernetics, Silver Spring, EUA/Microsoft® Windows 32-bit Sistems Window® XP
Vista). As imagens geradas foram obtidas com objetiva de 40X, a partir de seccOes
histoldgicas do figado de trés camundongos de cada grupo experimental. Dessa forma, foram
adquiridas trés imagens de campos diferentes de uma mesma seccdo, escolhida aleatoriamente
em cada lamina histoldgica. Assim, foram registradas trés fotomicrografias do figado por
animal, nove para cada grupo (sadio, controle e tratados com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-
Cit), totalizando 45 imagens para 0os Experimentos 2 e 3, e 36 para 0 Experimento 1 (sem o
grupo controle). A quantificacdo dos hepatdcitos foi obtida por meio de analises de 10 células
em cada imagem, escolhidas aleatoriamente para quantificar os pardmetros de volume, area e
didmetro. Ao todo, as mensuragdes foram realizadas em 90 hepatdcitos de cada grupo, com
adaptacgdes dos trabalhos de Vertemati et al. (2008) e Golalipour et al. (2009) (Tabela 6).

As mensuracgdes volumétricas foram estimadas através de estudos realizados por Ke et
al. (2008), em que os autores consideraram o hepatocito como uma esfera com volume V =
4/3nR3, onde o célculo do raio (R) se dé& pela férmula A = zR?. Todos os célculos foram
realizados a partir dos valores encontrados pela utilizagdo das ferramentas disponiveis no

programa Image Pro-Plus 6.0.

Tabela 6 - Pardmetros adotados para analise histomorfométrica no figado de camundongos
fémeas BALB/c.

Mensuracdes Histométricas

Volume Area Diametro
AH = média DH = média - DH maior+DH
VH = 4/37R? (R = AH*1%) AC = média-(AH-An) menor
VC = 4/37R* (R = AC*7%) An = média Dn = média - Dn maior+Dn
Vn = 4/37R* (R = An*1%) RH = média (AC/An) menor

VH = volume hepatécito; VC = volume citoplasma; Vn = volume nicleo; AH = area hepatdcito; AC = area
citoplasma; An = area nucleo; RH = razdo hepatocito; DH = didmetro hepat6cito; Dn = didmetro nicleo.
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4.2.6  Avaliacdo genotoxica

A avaliacdo genotoxica foi realizada apenas com os animais do Experimento 3. As
células obtidas da medula 6ssea armazenadas em alcool 70% foram homogeneizadas. Um
volume de 75 uL de células foi centrifugado (2500 rpm por 3 minutos a 8°C), o sobrenadante
foi descartado e as células foram lavadas com 500 pL de PBS, para remocdo completa do
etanol. Prosseguiu-se com a incubacdo celular, por 30 minutos no escuro (temperatura
ambiente), em 200 pL de tampdo de lise contendo 0,1% de citrato de sédio, 0,1% de Triton
X-100 e 20 pg/mL de iodeto de propideo.

As andlises de fragmentacdo de DNA foram feitas em citdmetro de fluxo (CyFlow
space/Partec), no canal FL-2 (sensivel a deteccdes na faixa de 560 e 580 nm). Os dados
obtidos foram analisados com o programa FloMax Software. A determinacdo da

fragmentacdo do DNA foi realizada de acordo com protocolo descrito por Peres (2005).

4.2.7 Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa SPSS (Statistical Package for
the Social Sciences) versdao 15.0. Os dados foram apresentados pela média £ EPM (erro
padrdo da meédia) e os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
As variaveis continuas foram testadas para a distribuicdo normal com o teste de Shapiro-Wilk.
Diferencas entre os grupos, referentes aos dados com distribuicdo normal, foram comparadas
por ANOVA. Ja para dados sem distribui¢cdo normal, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis a
fim de identificar diferenca estatistica. Para resultados significantes de ANOVA e de Kruskal-
Wallis, foram usados, respectivamente, o pos-teste de Bonferroni e o teste de Mann-Whitney
U para verificar as diferencgas entre os tratamentos (comparagoes 2 a 2).

Para as analises histométricas do figado, os resultados obtidos foram expressos na forma
de média, desvio padrdo e erro padrdo da média. Para as analises de variancia, utilizou-
se ANOVA com nivel de significancia (oo = 0,05) e teste de Tukey por meio do programa PDF
Word Count & Frequency Statistcs Sofware 7.0. Os graficos foram realizados pelo programa
Microsoft Office Excel 2007.
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5.1 Caracterizacdo das nanoparticulas associadas com citrato de rodio (11) - Lote 2

As NPs associadas com citrato de rodio (Il) apresentaram 158,7 nm de diametro

hidrodindmico, com indice de polidispersividade 21% e potencial zeta -48,5 mV. Agregados

de NPs apresentaram morfologia esférica (Figura 6 A) com diametro modal de 8,91 nm

(Figura6Be C).
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Figura 6: Caracterizagcdo morfoldgica e mensuracdo de nanoparticulas de maghemita associada com citrato de
rodio (1) (Magh-Rh,Cit) do Lote 2. A) Agregado de Magh-Rh,Cit com morfologia esférica visualizada por
microscopia eletrdnica de varredura. B) Micrografia de Magh-Rh,Cit visualizada por microscopia eletrénica de
transmissdo. C) Histograma do diametro de 341 NPs resultando em uma média de 9,41 nm e moda de 8,91 nm.
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5.2 Analises clinicas

5.2.1 Sobrevida

Na avaliacdo de toxicidade aguda (Experimento 1), a maior concentracdo de Rh,Cit
(14,1 mg/kg), bem como os demais tratamentos, ndo resultaram em morte de camundongos,
observando-se 100% de sobrevida no periodo de 48 horas.

No Experimento 2, observou-se, apds 0 segundo tratamento, o ébito de um animal
tratado com Magh-Rh,Cit e com Magh-Cit. Apos o 3° tratamento, verificou-se, em diferentes
dias até a eutanasia, morte de camundongos de todos os grupos portadores de carcinoma
mamario, resultando em um ndmero amostral minimo de 5 animais para as demais analises
estatisticas. Na Figura 7, sdo demonstrados os 6bitos ocorridos de acordo com os dias apds o

implante de células tumorais. No grupo de animais sadios, verificou-se 100% de sobrevida.
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Figura 7: Obitos dos camundongos ocorridos durante o Experimento 2.

No Experimento 3, observou-se a morte de um camundongo tratado com Rh,Cit e de
outro com Magh-Rh,Cit, respectivamente a quatro e um dia apds o termino dos tratamentos.
Tal fato resultou em um numero amostral minimo de 5 animais em cada grupo, para a

realizacdo das analises estatisticas.



44

5.2.2 Avaliacdo da massa corporal dos camundongos

Nos animais do Experimento 1, ndo foram observadas mudancas significativas na
massa corporal dos camundongos de um mesmo grupo. No entanto, foi verificada diferenca
significativa entre os grupos (Figura 8).

A diferenca de peso dos camundongos submetidos a diferentes tratamentos deve-se a
maneira como eles foram agrupados: animais de massas proximas foram reunidos em um
mesmo grupo, produzindo um erro padrao reduzido. Assim, dentro de um mesmo tratamento,
foram mantidos camundongos com massas homogéneas entre si. Isso resultou em pesos
diferentes entre os grupos, o que ndo refletiu em erro, j& que os tratamentos foram realizados
de acordo com a massa de cada camundongo.

Nos Experimentos 2 e 3, os animais foram pesados antes do implante de células
tumorais, durante os tratamentos e no dia da eutanésia.

Né&o foram observadas mudangas significativas na massa corporal dos animais de um
mesmo grupo ao longo dos tratamentos do Experimento 2 (Figura 9). A diferenca de peso
entre 0s grupos e o alto erro padrdo deve-se ao modo aleatério como 0s animais foram
agrupados. Nesse sentido, foram mantidos grupos de massas heterogéneas entre si, resultando
em diferencas ndo significativas dos pesos entre 0s grupos e ao longo dos tratamentos.

No Experimento 3, foram observadas diferencas significativas na massa corporal dos
animais de diferentes grupos experimentais e entre camundongos de um mesmo grupo ao
longo dos dias (Figura 10).

Assim como no Experimento 1, a diferenca encontrada no peso entre animais de
tratamentos distintos deve-se ao modo como eles foram distribuidos, ou seja, camundongos de
massas semelhantes foram reunidos em um mesmo grupo. Como consequéncia, 0S pesos entre
os grupos foram divergentes, ndo refletindo, contudo, em erro, ja que os tratamentos foram
realizados de acordo com a massa de cada camundongo.

Além disso, observou-se um aumento continuo da massa dos animais sadios e tratados
com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit durante o experimento. No grupo controle, entretanto,
verificou-se aumento do peso somente até o 11° dia do implante tumoral, havendo, em

seguida, uma reducdo significativa da massa dos animais.
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Figura 8: Peso corpéreo dos camundongos do Experimento 1. A massa corporal dos animais de um mesmo
grupo ndo apresentou variagdo significativa apds 48 horas do tratamento. Dados correspondem a valores da
média + erro padrdo e os testes de diferenca estatistica foram gerados por ANOVA. As letras mindsculas
indicam diferengas significativas entre os grupos nas comparacdes 2-a-2, detectadas pelos testes de Bonferroni,
sendo a = significativo comparado ao sadio e b = significativo comparado ao Rh,Cit. Os asteriscos indicam
diferencas significativas (*p<0,05).
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Figura 9: Peso corpdreo dos camundongos ao longo do Experimento 2. A massa corporal dos camundongos ndo
apresentou variacdo significativa durante os tratamentos. Os animais foram pesados antes do implante de células
tumorais (dia 1), no decorrer dos tratamentos (dias 7, 11 e 15) e antes da eutanasia (dia 19). Dados correspondem
a valores da média + erro padrdo e os testes de diferenga estatistica foram gerados por ANOVA.
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Figura 10: Peso corpéreo dos camundongos ao longo do Experimento 3. A massa corporal dos camundongos
apresentou variagao significativa durante os tratamentos. Os animais foram pesados antes do implante de células
tumorais (dia 1), no decorrer dos tratamentos (dias 7, 11 e 15) e antes da eutanasia (dia 19). Dados correspondem
a valores da média + erro padrdo e os testes de diferenga estatistica foram gerados por ANOVA. As letras
minusculas indicam diferencas significativas nas comparagdes 2-a-2 detectadas pelos testes de Bonferroni, sendo
a = significativo comparado ao sadio, b = significativo comparado ao controle e ¢ = significativo comparado ao
Rh,Cit. Os asteriscos indicam diferencas significativas (*p<0,05).

5.2.3 Avaliacéo do crescimento do tumor na mama

Na Figura 11 A, observou-se a mama de um camundongo sadio, enquanto na Figura
11 B (controle), verificou-se a presenca de um tumor bem delimitado na mesma regido da
glandula mamaria, demonstrando o sucesso do implante tumoral no Experimento 2.

O implante tumoral no Experimento 3 também foi realizado com éxito. Na Figura 12
A, observou-se a mama de um camundongo sadio enquanto na Figura 12 B (controle)

verificou-se a presenga de um tumor localizado na regido da glandula mamaria.
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Figura 11: Estabelecimento do tumor no Experimento 2. Camundongos fémeas BALB/c sacrificados 19 dias
apos o implante de células tumorais na glandula mamaria. A) Animal sadio (sem tumor e sem tratamento). B)
Animal portador de carcinoma mamério formado pela inoculacéo de 2x10* células 4T1 na glandula maméria
abdominal esquerda. A cabeca de seta e a seta indicam, respectivamente, a glandula mamaria normal e o tumor

formado na mama.

Figura 12: Estabelecimento do tumor no Experimento 3. Camundongos fémeas BALB/c sacrificados 19 dias
apo6s o implante de células tumorais na glandula mamaria. A) Animal sadio (sem tumor e sem tratamento). B)
Animal portador de carcinoma mamério formado pela inoculacdo de 2x10* células 4T1 na glandula maméria
abdominal esquerda. A cabeca de seta e a seta indicam, respectivamente, a glandula mamaria normal e o tumor

formado na mama.
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5.2.4 Mensuracdo dos tumores

Os tumores formados durante o Experimento 2 (Figuras 13 A-D) apresentaram
morfologia esférica bem delimitada e consisténcia macica. Foi observada, ainda, uma reducéo
aparente dos tumores dos grupos tratados (Figura 13 B-D) comparada ao controle (Figura 13
A). Nesse sentido, os tumores foram mensurados com pagquimetro e os volumes obtidos foram
comparados, resultando em uma reducdo da média do volume tumoral dos camundongos
tratados em relacdo ao grupo controle, sem, no entanto, apresentar diferenca significativa
(Figura 14).

VERRR TEEEEE

Figura 13: Fotografias dos tumores excisados de camundongos BALB/c sacrificados 19 dias ap6s o implante de
células tumorais na glandula mamaria (Experimento 2). A) Tumor de camundongos controle sem tratamento
(dgua destilada). B) Tratados com Rh,Cit. C) Tratados com Magh-Rh,Cit. D) Tratados com Magh-Cit. As barras
pretas estdo em escala e representam 0,5 cm.
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Figura 14: Volume tumoral dos camundongos do Experimento 2. Os tratamentos com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e
Magh-Cit causaram uma reducdo ndo significativa, em relagdo ao controle, no volume tumoral de camundongos
BALB/c. O volume tumoral foi estimado pela formula: comprimento x largura x 0,52. Dados correspondem a
valores da média + erro padrdo (n=5).

Os tumores formados no Experimento 3 (Figuras 15 A-D) apresentaram morfologia
aproximadamente esférica, bem delimitada, e consisténcia macica. Observou-se pouca
diferenca no tamanho tumoral, desse modo, optou-se por analisar o peso de cada tumor. Na
Figura 16, observa-se uma reducdo ndo significativa da média das massas tumorais dos

camundongos tratados em relacdo ao controle.
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Figura 15: Fotografias dos tumores excisados de camundongos BALB/c sacrificados 19 dias ap6s o implante de
células tumorais na glandula mamaria (Experimento 3). A) Tumor de camundongos controle sem tratamento
(solucdo salina). B) Tratados com Rh,Cit. C) Tratados com Magh-Rh,Cit. D) Tratados com Magh-Cit. As barras
pretas estdo em escala e representam 0,5 cm.
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Figura 16: Peso tumoral dos camundongos do Experimento 3. Os tratamentos com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e
Magh-Cit causaram uma reducéo néo significativa, em relagdo ao controle, no peso tumoral de camundongos
BALB/c. O peso do tumor foi mensurado logo apds sua excisdo do camundongo. Dados correspondem a valores
da média + erro padréo (n=5).
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5.2.5 Peso Bago

Os bacos coletados de cada camundongo do Experimento 3 foram pesados para
avaliar a sua funcdo na presenca do tumor ao longo dos tratamentos. Foi constatado um
aumento significativo, em relacdo ao sadio, da massa dos bagos de todos os grupos de
camundongos portadores de tumor. Observou-se, entretanto, que os animais tratados com
Magh-Rh,Cit e Magh-Cit apresentaram baco com peso significativamente menor que o do
controle. No grupo Rh,Cit, verificou-se uma elevada variacdo do peso do baco dos

camundongos (Figura 17).
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Figura 17: Peso do baco dos camundongos do Experimento 3. A presenca do tumor em camundongos BALB/c
refletiu em um aumento significativo no peso do bago em relacdo ao sadio. O peso do baco foi mensurado logo
apos sua excisdo do camundongo. Dados correspondem a valores da média + erro padrdo e os testes de diferenca
estatistica foram gerados por ANOVA (n=5). Os asteriscos indicam diferencas significativas (*p<0,05) nas
comparagOes 2-a-2 detectadas pelos testes de Bonferroni, sendo a = significativo comparado ao sadio e b =
significativo comparado ao controle.

5.3 Analises hematoldgicas e bioquimicas

5.3.1 Testes bioquimicos

As médias e o erro padrdo dos valores bioquimicos obtidos apds 48 horas dos

tratamentos realizados no Experimento 1 estdo representados na Tabela 7. Os niveis de TGP
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apresentaram reducdo significativa no grupo tratado com Rh,Cit em relacdo aos sadios e aos
tratados com Magh-Rh,Cit. Nao foram observadas alteracdes significativas nos valores da
creatinina em nenhum dos tratamentos. As dosagens de ferro sérico exibiram um aumento
significativo nos camundongos tratados com Rh,Cit e com Magh-Rh,Cit em relagdo aos

sadios.

Tabela 7 — Niveis bioguimicos de transaminase glutamico piravica (TGP), creatinina e ferro
sérico dosados no soro de camundongos BALB/c fémeas ap6s 48 horas do tratamento via
intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit no Experimento 1.

TGP Creatinina Ferro Sérico
Tratamento
(UIL) (mg/dL) (ug/dL)
Sadio 42,2+6,26 0,40+0,05 131,4+6,12
Rh,Cit 27,4+0,93*2 0,34+0,04 159,8+14,11*?
Magh-Rh,Cit ~ 32,5+1,19*" 0,33+0,03 162,045,70%
Magh-Cit 32,3+3,31 0,30+0,03 161,3+26,57
P-valores 0,101 0,383 0,158

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). TGP = transaminase glutamico pirtvica; U/L
= unidades por litro; mg/dL = miligramas por decilitro; pg/dL = microgramas por decilitro. Os p-valores de ferro
sérico foram gerados por ANOVA, enquanto que os p-valores de TGP e de creatinina foram gerados pelo teste
de Kruskal-Wallis. As letras minGsculas indicam diferencas significativas nas comparacOes 2-a-2 detectadas
pelos testes de Bonferroni (ferro sérico) ou Mann-Whitney (creatinina), sendo a = significativo comparado ao
grupo sadio; b = significativo comparado ao grupo Rh,Cit. Os asteriscos indicam diferencas significativas
(*p<0,05).

As médias e o erro padrao dos valores bioguimicos obtidos no Experimento 2 estdo
representados na Tabela 8.

Os niveis de TGP dos animais ndo apresentaram diferenca estatistica entre as
composicdes utilizadas durante o tratamento e nem comparadas aos grupos controle e sadio.

A concentracdo de creatinina em todos os grupos portadores de carcinoma mamario
apresentou uma reducéo significativa em relagdo aos camundongos sadios. Os tratamentos
realizados ndo provocaram alteracdo significativa nos niveis de creatinina, ja que ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos tratados comparados ao controle.

As dosagens de ferro sérico exibiram uma reducdo ndo significativa nos camundongos
portadores de carcinoma mamario tratados com Magh-Rh,Cit e Magh-Cit em relacdo ao
grupo sadio. No entanto, ao se comparar as concentracdes de ferro sérico dos animais dos

grupos controle e Rh,Cit, verifica-se uma reducdo significativa aos dos animais sem tumor.
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Todavia, nos animais tratados com Rh,Cit essa reducdo é menos evidente, sendo maior no

grupo controle.

Tabela 8 — Niveis bioquimicos de transaminase glutamico piravica (TGP), creatinina e ferro
sérico dosados no soro de camundongos BALB/c fémeas portadores de carcinoma mamario
tratados via intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit no Experimento 2.

TGP Creatinina Ferro sérico
Tratamento
(U/L) (mg/dL) (ug/dL)
Sadio 32,40 + 3,04 0,40 + 0,00 180,80 + 7,37
Controle 24,29 + 2 88 0,21 +0,017 130,00 + 7,217
Rh,Cit 30,20 + 3,25 0,22 +0,02" 133,80 + 13,43
Magh-Rh,Cit 23,00 + 0,89 0,20 + 0,00 148,40 + 12,09
Magh-Cit 31,00 + 2,71 0,22 + 0,02 161,33 + 4,59
P-valores 0,087 0,001 0,004

Os dados correspondem & média e ao erro padrdo da média (EPM). TGP = transaminase glutdmico pirlvica; U/L
= unidades por litro; mg/dL = miligramas por decilitro; pg/dL= microgramas por decilitro. Os p-valores de TGP
e de ferro sérico foram gerados por ANOVA, enquanto que os p-valores de creatinina foram gerados pelo teste
de Kruskal-Wallis. As letras minusculas indicam diferengas significativas nas comparacfes 2-a-2 detectadas
pelos testes de Bonferroni (Ferro serico) ou Mann-Whitney (Creatinina), sendo a = significativo comparado ao
grupo sadio. Os asteriscos indicam diferencas significativas (*p<0,05).

As médias e o erro padrdo dos valores bioquimicos obtidos no Experimento 3 estdo
representados na Tabela 9.

Os tratamentos com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit resultaram em reducéo
significativa dos niveis de TGP em relacdo aos camundongos sadios. O grupo controle
apresentou elevado erro padréo, desse modo, ndo houve diferenca significativa em relacdo ao
sadio nem aos tratados. Ainda assim, os niveis de TGP dos animais portadores de tumor sem
tratamento foram menores que os dos sadios e maiores que o0s dos tratados.

Os resultados referentes a concentracdo de creatinina ndo estabeleceram diferencas
significativas entre 0s grupos.

Observou-se uma reducéo nao significativa da concentracdo de ferro sérico do grupo
controle em relacdo ao sadio. Nos animais portadores de tumor tratados com Rh,Cit e Magh-
Rh,Cit, as dosagens de ferro sérico permaneceram proximas as dos sadios. Em contra partida,
no grupo Magh-Cit, houve um maior decaimento dos niveis de ferro sérico, embora estes

ainda tenham sido maiores que os dos animais portadores de tumor sem tratamento.
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Tabela 9 — Niveis bioquimicos de transaminase glutdmico piravica (TGP), creatinina e ferro
sérico dosados no soro de camundongos BALB/c fémeas portadores de carcinoma mamario
tratados via intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit no Experimento 3.

Tratamento TGP Creatinina Ferro sérico
(UIL) (mg/dL) (ng/dL)

Sadio 37,80+1,88 0,36%0,05 151,00+36,50

Controle 35,6749,23 0,33+0,02 103,67+13,98

Rh,Cit 28,80+2,78** 0,34+0,02 152,40+14,14

Magh-Rh,Cit 26,40+1,63** 0,40£0,03 146,20+£12,60

Magh-Cit 25,67+1,76* 0,33+0,03 127,17+9,76
P-valores 0,029 0,559 0,319

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). TGP = transaminase glutamico piravica;
U/L= unidades por litro; mg/dL = miligramas por decilitro; pg/dL = microgramas por decilitro. Os p-valores de
ferro sérico foram gerados por ANOVA, enguanto que os p-valores de TGP e de creatinina foram gerados pelo
teste de Kruskal-Wallis. As letras minusculas indicam diferengas significativas nas comparagdes 2-a-2
detectadas pelos testes de Bonferroni (ferro sérico) ou Mann-Whitney (creatinina), sendo a = significativo
comparado ao grupo sadio. Os asteriscos indicam diferengas significativas (*p<0,05).

5.3.2 Hemograma

N&o foram verificadas diferencas significativas, nas avaliacbes do eritrograma do
Experimento 1, entre os grupos sadio e tratados com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit no
periodo de 48 horas (Tabela 10).

Os valores do eritrograma (Tabela 11) de camundongos do grupo controle e dos
tratados com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit permaneceram semelhantes aos dos sadios, ao
final do Experimento 2. Observou-se, entretanto, uma reducéo significativa de hemaécias nos
grupos controle e tratado com Rh,Cit. Neste, a concentragdo de eritrocitos teve uma reducéo
mais evidente, suficiente para causar uma reducdo significativa do hematdcrito (HCT). No
grupo Magh-Cit, verificou-se que os valores da hemoglobina corpuscular média (HCM)
apresentaram reducdo significativa em relagdo ao do grupo controle e Magh-Rh,Cit. No
entanto, ndo existiu diferenca significativa do HCM de nenhum grupo comparado aos animais

sadios.
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No eritrograma do Experimento 3, descrito na Tabela 12, verificou-se uma reducgéo
significativa, em relacdo aos animais sadios, dos valores de hemécias, hemoglobina e
hematocrito dos grupos controle e Magh-Cit. Ainda, houve um aumento significativo da
concentracdo hemoglobinica corpuscular média (CHCM) e do coeficiente de variacdo do
tamanho de hemacias (RDW-CV) nos camundongos controle comparados aos sadios. Além
disso, a elevacdo da CHCM no grupo controle resultou em diferenca significativa ao Magh-

Rh,Cit, embora os valores deste grupo tenham permanecido proximos aos do sadio.
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Tabela 10 - Eritrograma de camundongos BALB/c fémeas ap6s 48 horas do tratamento via intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit
no Experimento 1.

Tratamento Hemacias HGB HCT VCM HCM CHCM RDW-CV
(milhdes/mm?®) (g/dL) (%) (fL) (pg) (g/mL) (%)

Sadio 9,95+0,45 14,18+0,52  34,95+148  3515+025  14,25+0,15  40,58+0,30  14,93+0,46

Rh.Cit 9,64+0,18 13,82+0,26  33,82+0,47  35,10+0,20  14,32+0,16  40,88+0,38  14,82+0,14

Magh-Rh,Cit 9,23+0,58 13,20+0,83  32,46+2,15  35,14+0,30  14,30+0,16  40,70+0,25  14,46%0,15

Magh-Cit 10,03+0,15 14,25+0,19  3553+0,48  3545+0,13  14,20+0,07  40,10+0,11  14,58+0,15
P-valores 0,416 0,435 0,348 0,624 0,651 0,194 0,401

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). HGB = hemoglobina; HCT = hematécrito; VCM = volume corpuscular médio; HCM = hemoglobina
corpuscular média; CHCM = concentracdo hemoglobinica corpuscular média; RDW-CV = coeficiente de variagcdo do tamanho de hemdcias; g/dL = gramas por decilitros; fL
= fentolitros; pg = picograma; g/mL = grama por mililitro. Os p-valores de Hemacias, HGB, HCT, CHCM foram gerados por ANOVA, enquanto que os demais p-valores
foram gerados pelo teste de Kruskal-Wallis. Nao foram observadas altera¢des significativas (p>0,05).



S7

Tabela 11 - Eritrograma de camundongos BALB/c fémeas portadores de carcinoma mamario tratados via intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit
e Magh-Cit no Experimento 2.

Tratamento Hemacias HGB HCT VCM HCM CHCM
(milhdes/mm?®) (g/dL) (%) (fL) (pg) (g/mL)
Sadio 961+0,05 1488+054 4530+037 47,15+044  1548+0,49 32,88 +1,33
Controle 9,06 +0,15°% 14,62+0,10 4358+055 48,17+086  16,13+0,25 33,57 +0,27
Rh,Cit 755+1,34% 12,16+2,31 3516+623° 4670+034  1572+0,70 33,68 + 1,73
Magh-Rh,Cit ~ 9,43+0,16  1512+0,29 44444073 47,12+025 16,04 +0,09 34,04 +0,18
Magh-Cit 947+0,12 1446+0,19 4400+050 4650+055 1528+0,14™¢ 32,88 + 0,27
P-valores 0,046 0,300 0,084 0,281 0,094 0,878

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). HGB = hemoglobina; HCT = hematécrito; VCM = volume corpuscular médio; HCM = hemoglobina
corpuscular média; CHCM = concentragdo hemoglobinica corpuscular média. g/dL = gramas por decilitros; fL = fentolitros; pg = picograma; g/mL = grama por mililitro. Os
p-valores de VCM e CHCM foram gerados por ANOVA, enquanto que os demais p-valores foram gerados pelo teste de Kruskal-Wallis. As letras mintsculas indicam
diferencas significativas nas comparac@es 2-a-2 detectadas pelo teste de Mann-Whitney, sendo a = significativo comparado ao grupo sadio; b = significativo comparado ao
grupo controle; d = significativo comparado ao grupo Magh-Rh,Cit. Os asteriscos indicam diferengas significativas (*p<0,05).
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Tabela 12 - Eritrograma de camundongos BALB/c fémeas portadores de carcinoma mamario tratados via intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit
e Magh-Cit no Experimento 3.

T ratamento Hemécias HGB HCT VCM HCM CHCM RDW-CV
(milhdes/mm?®) (g/dL) (%) (fL) (pg) (g/mL) (%)

Sadio 10,04+0,09  14,34+0,22  3548+0,43  35,34+0,15 14,28+0,12 40,40+0,2  15,02+0,09

Controle 8,80+0,33**  12,88+0,45** 30,97+1,23**  352+0,09 14,65+0,08 41,65+0,3**  15,97+0,29%

Rh,Cit 9,07+0,43 13,22+0,46  31,96+1,52**  35,24+0,22 14,60+0,25 41,48+0,79  15,70+0,24

Magh-Rh,Cit 9,66+0,26 13,74+0,38  33,88+0,97  35,08+0,12 14,24+0,05  40,58+0,19*"  15,80+0,07

Magh-Cit 8,98+0,39**  12,8+0,56*" 31,32+1,41** 34,88+0,07 14,24+0,05 40,88+0,14  15,74+0,18
P-valores 0,029 0,037 0,026 0,217 0,062 0,069 0,033

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). HGB = hemoglobina; HCT = hemat6cito; VCM = volume corpuscular médio; HCM = hemoglobina
corpuscular média; CHCM = concentragdo hemoglobinica corpuscular média; RDW-CV = coeficiente de variagdo da distribuicdo do tamanho de hemécias. g/dL = gramas
por decilitros; fL = fentolitros; pg = picograma; g/mL = grama por mililitro. Os p-valores de VCM, HCM e RDW-CV foram gerados por ANOVA, enquanto que os demais p-
valores foram gerados pelo teste de Kruskal-Wallis. As letras mintsculas indicam diferencas significativas nas comparagfes 2-a-2 detectadas pelo teste de Mann-Whitney,
sendo a = significativo comparado ao grupo sadio; b = significativo comparado ao grupo controle. Os asteriscos indicam diferencas significativas (*p<0,05).
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A quantidade de plaquetas do Experimento 1 teve uma reducdo significativa nos
animais tratados com Magh-Rh,Cit em relacdo aos com Rh,Cit, no periodo de 48 horas
(Tabela 13). No entanto, ndo houve, em relacdo aos animais sadios, diferenca significativa do
namero de plaguetas de nenhum grupo tratado.

Tabela 13 - Plaguetograma de camundongos BALB/c ap6s 48 horas do tratamento via
intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit no Experimento 1.

Plaquetas
Tratamento . 3
(mil/mm>)
Sadio 843,75+249,86
Rh,Cit 1044,00+89,61
Magh-Rh,Cit 477,80+145,61*
Magh-Cit 847,17+95,14
P-valores 0,069

Os dados correspondem & média e ao erro padrdo da média (EPM). O p-valor de plaquetas foi gerado pelo teste
de Kruskal-Wallis. As letras minUsculas indicam diferencas significativas nas comparagdes 2-a-2 detectadas pelo
teste de Mann-Whitney, sendo b = significativo comparado ao grupo Rh,Cit. Os asteriscos indicam diferencas
significativas (*p<0,05).

O plaquetograma apresentado na Tabela 14 ndo demonstra diferencas significativas da
contagem de plaquetas no Experimento 2, entre os grupos de camundongos inoculados com
tumor, com ou sem tratamento, e o sadio.

No Experimento 3, a quantidade de plaquetas contadas no sangue dos camundongos
com tumor foi reduzida em relacdo aos animais sadios. No plaquetograma descrito na Tabela
15, verificou-se uma reducdo significativa, comparada aos animais sadios, do nimero de

plaquetas dos grupos controle e dos tratados com Rh,Cit e Magh-Cit.
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Tabela 14 - Plaquetograma de camundongos BALB/c fémeas portadores de carcinoma
mamario tratados via intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit no Experimento 2.

Plaquetas

Tratamento . 3

(mil/mm>)
Sadio 503,25 £ 53,63
Controle 484,50 * 23,75
Rh,Cit 393,80 + 86,04

Magh-Rh,Cit 428,20 + 74,85

Magh-Cit 509,20 + 43,54

P-valores 0,592

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). O p-valor de plaquetas foi gerado por
ANOVA. Ndo foram observadas alteragdes significativas (p>0,05).

Tabela 15 - Plaquetograma de camundongos BALB/c fémeas portadores de carcinoma
mamario tratados via intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit no Experimento 3.

Tratamento Pla}queta:
(mil/mm>)
Sadio 1083,0+65,44
Controle 828,8+58,98**
Rh,Cit 666,2+120,43**
Magh-Rh,Cit 940,4+66,11
Magh-Cit 710,6+110,34*
P-valores 0,029

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). O p-valor de plaquetas foi gerado pelo teste
de Kruskal-Wallis. As letras minUsculas indicam diferencas significativas nas comparagdes 2-a-2 detectadas pelo
teste de Mann-Whitney, sendo a = significativo comparado ao grupo sadio. Os asteriscos indicam diferencas
significativas (*p<0,05).
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A partir do leucograma do Experimento 1, constatou-se uma reducdo nao
significativa, comparada ao grupo sadio, do numero de leucécitos no sangue de animais
tratados com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit. Na Tabela 16, verifica-se um aumento
significativo na proporcdo de neutrofilos + mondcitos nos grupos Magh-Rh,Cit e Magh-Cit,
comparado ao Rh,Cit. Tal fato demonstra que a quantidade de neutrofilos + mondcitos teve
uma menor reducdo, ja que a proporc¢do dessas células se mostra maior nesses grupos.

Os valores obtidos para linfécitos e eosinéfilos ndo apresentaram diferenca estatistica.
Assim, essas células mantiveram sua proporcdo apos os tratamentos, embora tenha havido

reducdo ndo significativa de sua quantidade quando comparada ao grupo sadio.

Tabela 16 — Leucograma de camundongos BALB/c fémeas portadores de carcinoma
mamario tratados via intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit no Experimento 1.

Leucdcitos totais  Linfocitos Neutrcffl.los Eosinoéfilos
Tratamento i % + Monocitos (%)
(mm ) ( 0) (%)
Sadio 6.130+2.400 74,3545,23 23,38+3,80 2,28+2,01
Rh,Cit 3.280+450 76,10+1,85 23,08+1,69 0,82+0,63

Magh-Rh,Cit 3.580+540 69,88+2,30 28,58+1,74*" 1,54+0,86

Magh-Cit 4.200+530 66,92+2,04 30,8311,42*'“ 2,25+1,14
P-valores 0,314 0,110 0,055 0,740

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). Os p-valores de leucocitos totais, linfocitos,
neutréfilos + mondcitos foram gerados pelo teste de Anova, e o de eosindfilos pelo teste de Kruskall-Wallis. As
letras minusculas indicam diferengas significativas nas comparacdes 2-a-2 detectadas pelo teste de Mann-
Whitney, sendo b = significativo comparado ao grupo Rh,Cit. Os asteriscos indicam diferengas significativas
(*p<0,05).

Observou-se, no Experimento 2, uma inversdao no namero de linfocitos e neutréfilos
de todos os grupos de animais portadores de tumor em relacdo aos sadios. Tal fato foi
verificado no leucograma descrito na Tabela 17, onde houve, respectivamente, uma reducao e
um aumento significativo na percentagem de linfécitos e neutréfilos dos grupos controle, Rh,-
Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit, comparado ao sadio.

Na Figura 18, verifica-se que o maior nimero de leucdcitos totais nos grupos
portadores de tumor deve-se somente ao aumento na contagem de neutréfilos, ja que o0s

linfécitos decairam em quantidade e ndo apenas em proporcao.



62

Tabela 17 — Leucograma de camundongos BALB/c fémeas portadores de carcinoma
mamario tratados via intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit no Experimento 2.

LGUCO(?I'[OS Linfécitos Neutroéfilos Eosinéfilos Mondécitos
Tratamento totals % (%) % Y
(/mm3) ( 0) ( 0) ( 0)

Sadio 5.193 + 1688 84,25 + 1,93 1225+1,65 0,75+0025 2,75+1,18
Controle 15.738 + 4593 8,17+527% 8533+465°% 0,33+021 6,00+1,81
Rh,Cit 18.462 + 13158 6,00+3,27% 90,40+3731" 060+025 240+0,68
Magh-Rh,Cit  13.576 +2685 13,60 +10,09® 80,40 +9,53® 0,60+0,25 520+1,24
Magh-Cit 14.768 + 3929 440+268° 9240+238% 0,20+020 2,80+0,37

P-valores 0,249 0,035 0,014 0,451 0,203

Os dados correspondem & média e ao erro padrdo da média (EPM). Os p-valores foram gerados pelo teste de
Kruskal-Wallis. As letras minGsculas indicam diferencgas significativas nas comparaces 2-a-2 detectadas pelo
teste de Mann-Whitney, sendo a = significativo comparado ao grupo sadio. Os asteriscos indicam diferencas

significativas (*p<0,05).

Linfécitos (/mm?3)

.'““

Sadio

Controle

Rh.Cit

Magh-Rh,Cit Magh-Cit

Figura 18: Valor absoluto de linfocitos de camundongos BALB/c fémeas portadores de carcinoma mamario
tratados via intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit no Experimento 2.
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Na Tabela 18, observou-se o aumento significativo dos leucdcitos totais e a inversao
no numero de linfdcitos e neutrdfilos, em todos os grupos de animais portadores de tumor em
relacdo aos sadios. No leucograma do Experimento 3, verificou-se, respectivamente, uma
reducdo e um aumento significativo na percentagem de linfdcitos e neutréfilos dos grupos
controle, Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit, comparado ao sadio.

O acréscimo na quantidade dos leucdcitos totais foi causado ndo somente pelo
aumento de neutrofilos, j& que o numero de linfocitos também aumentou nos animais com
tumor, embora seu valor percentual tenha reduzido. Contudo, pela estatistica constatou-se que

esse aumento do numero de linfocitos nédo foi significativo (Figura 19).

Tabela 18 — Leucograma de camundongos BALB/c fémeas portadores de carcinoma
mamario tratados via intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit no Experimento 3.

Leucdcitos o, Neutrofilos .
. Linfécitos 5
Tratamento totals % + Mondcitos EOS'(D/E); tlos
(Imm?) (%) (%)
Sadio 5.040+900 70,56+1,00 28,64+0,43 0,80+0,70

Controle 66.980+19.150% 16,65+6,26 % 78,05+4,83% 5,30+1,62
Rh,Cit 80.140+63.570% 30,28+8,68% 64,544557 % 518+3.92
Magh-Rh,Cit  19.900+1.700® 35,42+598® 62,46+541° 2,12+0,58

Magh-Cit 28.140+49.940° 27,86+5,552 68,28+4,21® 3,86+1,45
P-valores 0,014 0,000 0,004 0,138

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). Os p-valores de linfocitos (%) foram gerados
pelo teste de Anova e os demais por Kruskall-Wallis. As letras mindsculas indicam diferencas significativas nas
comparagdes 2-a-2 detectadas pelo teste de Mann-Whitney, sendo a = significativo comparado ao grupo sadio.
Os asteriscos indicam diferencas significativas (*p<0,05).
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Figura 19: Valor absoluto de linfécitos de camundongos BALB/c fémeas portadores de carcinoma mamario
tratados via intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit no Experimento 3.

5.4 Andélise de rotina da urina

Os parametros analisados na urina, no Experimento 1, referentes a cor, ao aspecto e a
quantidade de proteinas, bilirrubinas, hemoglobina, nitritos, urobilinogénio, hemacias,
cilindros, bactérias e de muco foram iguais para todos os grupos. A urina apresentou cor
amarelo citrino, aspecto limpido, escassez de bactérias, quantidade urobilinogénio normal e
auséncia de proteinas, bilirrubinas, hemoglobina, nitritos, hemaécias, cilindros e muco.

Os valores de glicose se apresentaram normais em quase todos 0s animais, com
excecdo de um animal dos grupos sadio (500 mg/dL), Magh-Rh,Cit (50 mg/dL) e Magh-Cit
(50 mg/dL). Na avaliacdo de cristais na urina, ndo houve formacdo de fosfato triplo nos
camundongos sadios, estando presente, entretanto, em dois animais tratados com Rh,Cit e
com Magh-Rh,Cit e em um do grupo Magh-Cit.

Na Tabela 19, estdo descritos os valores referentes aos dados que foram avaliados
estatisticamente. A densidade urinéria permaneceu igual a 1010 em todos os grupos. A
presenca de corpos cetonicos e de leucocitos ndo apresentou diferenca significativa entre os
grupos tratados, comparados ao sadio. O valor do pH relativo ao grupo Rh,Cit apresentou um
aumento significativo em relacdo aos animais sadios. Houve uma reducao significativa do
valor das células epiteliais presentes na urina do grupo Magh-Rh,Cit em relacdo aos tratados
com Rh,Cit e Magh-Cit.
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Tabela 19 — Exame de rotina da urina - EAS de camundongos BALB-c fémeas ap0s 48 horas
do tratamento via intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit no Experimento 1.

Corpos Cetonicos Leucocitos  Células

Tratamento  Densidade pH (mg/dL) (P/C) (P/C)
Sadio 1010+0.00  6.40%0.37 30.00£12.25 2.00£0.32  2.00+0.71
Rh,Cit 1010+0.00 7.60+0.40** 25.00£10.49 4.20+2.20  5.00+2.07
Magh-Rh,Cit  1010+0.00 6.80+0.12 40.00+£10.00 2.20+0.20  0.6+0.25*"
Magh-Cit 1010+£0.00 6.83+0.11 41.6748.33 2.1740.48 1.50+0.22*°
P-valores 0.676 0.072 0.612 0.859 0.088

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). mg/dL = miligramas por decilitro, P/C =
células por campo. Os p-valores foram gerados pelo teste de Kruskal-Wallis. As letras mindsculas indicam
diferencas significativas nas comparagfes 2-a-2 detectadas pelo teste de Mann-Whitney, sendo a = significativo
comparado ao grupo sadio; b = significativo comparado ao grupo Rh,Cit; ¢ = significativo comparado ao grupo
Magh-Rh,Cit. Os asteriscos indicam diferengas significativas (*p<0,05).

5.5 Analises histopatoldgicas

55.1 Pulmao

As analises histoldgicas, no Experimento 1, dos pulmdes de animais dos grupos sadio
e tratados com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit ndo resultaram em diferencas na estrutura
dos alvéolos. Verificou-se, em todos os grupos, a presenca de linfocitos dentro de vasos
situados entre alvéolos pulmonares (Figuras 20 A, B, C e E). Na Figura 20 D, observou-se
um aglomerado de NPs dentro de um vaso envolto por alvéolos de animais tratados com
Magh-Rh,Cit. A presenga de NPs também foi verificada no grupo Magh-Cit, no interior de
capilares sanguineos da parede alveolar (Figura 20 F).

Nos Experimentos 2 e 3, ndo foram observadas alteracGes na estrutura dos alvéolos,
nas analises histoldgicas dos pulmdes de todos 0s grupos.

Verificou-se, no grupo sadio do Experimento 2, uma baixa concentragdo leucocitaria
no interior de vasos sanguineos (Figura 21 A), quando comparada a dos animais tratados. No
grupo controle e nos tratados com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit, entretanto, foi observado
um maior nimero de leucdécitos, principalmente de neutréfilos, no interior desses vasos

(Figuras 21 B-E). Ainda, o tratamento com Magh-Rh,Cit resultou em extravasamento de NPs
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para as paredes alveolares (Figura 21 D). No grupo Magh-Cit, contudo, observou-se a
presenca de aglomerados de NPs no interior de vasos do pulmdo, havendo um menor
extravasamento para os alvéolos (Figura 21 F).

Nas Figuras 22 A e B, referentes ao grupo sadio do Experimento 3, observou-se a
presenca de linfocitos dentro de vasos localizados entre alvéolos pulmonares. Nos demais
grupos, assim como no Experimento 2, a presenca de neutréfilos nos vasos sanguineos foi
predominante (Figuras 22 C, D e F). Além disso, também foram observados aglomerados de
NPs nos tratamentos com Magh-Rh,Cit, embora, no Experimento 3, essas particulas tenham
permanecido no interior dos vasos (Figuras 22 E). Animais tratados com Magh-Cit
apresentaram NPs proximas aos alvéolos e em menor quantidade que as observadas no grupo
Magh-Rh,Cit (Figura 22 F).
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Figura 20: Fotomicrografias de pulmdo de camundongos fémeas BALB/c tratados via intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit no Experimento 1. A) Vaso
sanguineo entre alvéolos pulmonares de camundongo sem tratamento (sadio). B) Vaso sanguineo entre alvéolos pulmonares de camundongo tratado com Rh,Cit. C) Vaso
sanguineo de camundongo tratado com Magh-Rh,Cit. D) Aglomerado de NPs no interior de um vaso de animais tratados com Magh-Rh,Cit. E) Vaso sanguineo de
camundongo tratado com Magh-Cit. F) Presenca de NPs no interior de um capilar sanguineo de camundongo tratado com Magh-Cit. Setas: linfdcitos. Coloragcdo H&E.
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Figura 21: Fotomicrografias de pulméo de camundongos fémeas BALB/c portadores de carcinoma mamario tratados via intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit
no Experimento 2. A) Vaso sanguineo entre alvéolos pulmonares de camundongo sem tratamento (sadio). B) Presenca de neutréfilos no interior de um vaso de camundongo
do grupo controle. C) Presenca de neutrdfilos no interior de um vaso de camundongo tratados com Rh,Cit. D) Extravasamento de nanoparticulas (NPs) para a parede alveolar
e presenca de neutrofilos no interior de um vaso de camundongo tratado com Magh-Rh,Cit. E) Presenga de neutrofilos no interior de um vaso de camundongo tratado com
Magh-Cit. F) Agregado de nanoparticulas (NPs) no interior de um vaso de camundongo tratado com Magh-Cit. Coloragdo H&E.
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Figura 22: Fotomicrografias de pulmdo de camundongos fémeas BALB/c portadores de carcinoma mamaério tratados via intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit
no Experimento 3. A) Vaso sanguineo entre alvéolos pulmonares de camundongo sem tratamento (sadio). B) Presenca de linfocitos (seta preta) no vaso de camundongo sadio.
C) Presenca de neutréfilos (seta branca) no interior de um vaso de camundongo controle. D) Presencga de neutréfilos (seta branca) no interior de um vaso de camundongo
tratado com Rh,Cit. E) Presenca de nanoparticulas (NPs) no interior de um vaso de camundongo tratado com Magh-Rh,Cit. F) Presenca de neutréfilos (seta branca) e
nanoparticulas (NPs) no interior de um vaso de camundongo tratado com Magh-Cit. Coloracdo H&E.
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5.5.2 Efeitos Histopatologicos e Histomorfometria do Figado

Nos Experimentos 1, 2 e 3, os camundongos expostos aos tratamentos com Rh,Cit,
Magh-Rh,Cit e Magh-Cit apresentaram alteracfes patoldgicas no figado. Nas laminas
histologicas analisadas, as alteragdes hepaticas mais frequentes foram hipertrofia, e
degeneracdo celular e nuclear, vacuolizacdo citoplasmatica e presenca de infiltrado
inflamatorio e de nucleos picnoticos (Figura 23).

Essas alteracbes foram registradas visualmente para os Experimentos 1, 2 e 3, e
foram apresentadas nas Tabelas 20, 21 e 22, respectivamente. A quantificacdo dessas
alteraces resultou em um indice de Alteracdes Histoldgicas (IAH), ilustrado nas Figuras 24,

25 e 26, para cada experimento.

Figura 23: Fotomicrografia do tecido hepatico de camundongos BALB/c expostos ao tratamento com Rh,Cit,
Magh-Rh,Cit, Magh-Cit. A) Grupo sadio (sem tumor). B) Grupo controle com carcinoma mamario apresentando
fibrose (circulos), nicleos picnéticos (seta), vacuolizacdo (cabega de seta), degeneracdo dos hepatdcitos
(quadrado), degeneracdo do nucleo (pentdgono). C) Grupo tratado com Rh,Cit (com tumor), presenca de
hipertrofia celular, ndcleo picnético (seta), inflamagéo no tecido hepético (retangulo). D) Grupo tratado com
Magh-Rh,Cit (com tumor), inflamacdo (retdngulo), degeneragdo dos hepatdcitos (quadrado), vacuolizagdo
(cabeca de seta), presenga de NPs nos sinus@ides (seta branca), hipertrofia nuclear (estrela). E) Grupo tratado
com Magh-Cit (com tumor), apresentando hipertrofia celular, NPs nos sinuséides (seta branca), inflamacéo
(retdngulo), vacuolizacdo (cabeca de seta).
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O IAH referente aos tratamentos realizados nos Experimentos 1, 2 e 3 manteve-se
dentro do intervalo 21 a 50, representativo de figado moderadamente a fortemente danificado
(LANGIANO & MARTINEZ, 2008). As maiores alteracdes foram causadas pelo tratamento
com Magh-Rh,Cit devido ao seu maior IAH, entre os grupos tratados, nos trés experimentos
(Figuras 24, 25 e 26).

Nos Experimentos 2 e 3, com camundongos portadores de carcinoma mamario,
observou-se que 0s animais sem tratamento apresentaram IAH acima de 100 (Figuras 25 e
26). Tal fato demonstra que a funcdo do figado de camundongos do grupo controle foi afetada
de forma irreparavel devido a presenca de fibrose, classificada como estagio Ill, em que as
alteracbes no tecido hepatico impedem o restabelecimento da sua estrutura funcional
(POLEKSIC & MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994).

Tabela 20 - Alterac6es histopatologicas do figado de camundongos BALB/c fémeas sadios e
tratados via intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit, no Experimento 1, com
respectivos estagios e frequéncias das modificacBes no tecido hepatico.

ALTERACOES ESTAGIO Sadio Rh,Cit Magh-Rh,Cit Magh-Cit

Hipertrofia celular I ++ +++ ++ ++
Hipertrofia nuclear I ++ +++ +++ ++
Células irregulares I + ++ ++ ++
Nucleos irregulares I + ++ ++ +++
Nucleo periférico I 0 + ++ ++
Vacuolo no citoplasma I + + +++ +++
Degeneracao hepatécito I 0 0 +++ ++
Degeneracao nucleo I + 0 ++ ++
Nucleo picnotico I + +++ ++ +

Hemorragia I 0 0 0 0

Inflamacéo I 0 ++++ ++ ++
Fibrose i 0 0 0 0

Legenda: 0 = auséncia; + = baixa frequéncia; ++ = frequente; +++ = muito frequente; ++++ = frequéncia
alta. Estagio | = danos hepaticos reversiveis; estadio 11 = danos hepaticos reparaveis mais graves, que
afetam a funcéo dos tecidos associados; estadio 111 = danos hepéticos irreparaveis.
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Figura 24: Calculo do indice de Alteracdes Histopatoldgico (IAH) para tecido hepatico de camundongos
BALB/c fémeas sadios e tratados via intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit no Experimento 1.

Tabela 21 - Alteraces histologicas do figado de camundongos BALB/c fémeas dos grupos
sadio, controle e tratados via intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit, no
Experimento 2, com respectivos estagios e frequéncias das modificacbes no tecido hepético.

ALTERACOES ESTAGIO Sadio Controle Rh,Cit Magh- Rh,Cit Magh-Cit

Hipertrofia celular I + ++ +++ +++ ++
Hipertrofia nuclear I + + ++ +++ ++
Células irregulares | + ++ +++ +++ ++
Nucleos irregulares I + ++ ++ ++ +++
Nucleo periférico I 0 ++ + 4+ ++
Vacuolo no citoplasma I ++ +++ + ++++ +++
Degeneracdo hepatocito I 0 +++ 0 +++ ++
Degeneracgdo nucleo 1 + +++ 0 ++ ++
Nucleo picnotico 1 + +++ +++ ++ +

Hemorragia 1 0 + 0 0 0

Inflamacéo I 0 0 ++++ +++ ++
Fibrose i 0 +++ 0 0 0

Legenda: 0 = auséncia; + = baixa frequéncia; ++ = frequente; +++ = muito frequente; ++++ = frequéncia
alta. Estagio | = danos hepaticos reversiveis; estadio 11 = danos hepaticos reparaveis mais graves, que
afetam a funcdo dos tecidos associados; estadio 111 = danos hepaticos irreparaveis.
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Figura 25: Calculo do Indice de Alteragdes Histopatoldgico (IAH) para tecido hepatico de camundongos
BALB/c fémeas dos grupos sadio, controle e tratados via intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit no
Experimento 2. *Diferenga estatistica quando comparada a todos os grupos (P<0.05).

Tabela 22 - AlteracGes histologicas do figado de camundongos BALB/c fémeas sadios e
tratados via intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit, no Experimento 3, com
respectivos estagios e frequéncias das modificacdes no tecido hepatico.

ALTERACOES ESTAGIO Sadio Controle Rh,Cit Magh-Rh,Cit Magh-Cit

Hipertrofia celular I ++ + +++ ++ +++
Hipertrofia nuclear I ++ ++++ +++ ++ +++
Células irregulares | + +++ ++ ++ ++
Ndcleos irregulares I + +++ ++ ++ +++
Nucleo periférico I 0 +++ + ++ ++
Vacuolo no citoplasma I + +++ + +++ o+
Degeneracao hepatocito 1 0 ++++ + +++ ++
Degeneracdo nucleo 1 + ++++ 0 ++ 4+
Nucleo picnotico 1 + +++ +++ ++ ++
Hemorragia I 0 + 0 0 0

Inflamacéo I 0 0 +++ ++ +4++
Fibrose i 0 +Ht 0 0 0

Legenda: 0 = auséncia; + = baixa frequéncia; ++ = frequente; +++ = muito frequente; ++++ = frequéncia
alta. Estagio | = danos hepaticos reversiveis; estadio 11 = danos hepaticos reparaveis mais graves, que
afetam a funcéo dos tecidos associados; estadio 111 = danos hepéticos irreparaveis.
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Figura 26: Calculo do indice de Alteracdes Histopatoldgico (IAH) para tecido hepatico de camundongos
BALB/c fémeas dos grupos sadio, controle e tratados via intravenosa com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit no
Experimento 3. *Diferenca significativa quando comparada a todos os grupos (P<0.05).

Além de uma andlise qualitativa, foi realizada, nos Experimentos 1, 2 e 3, a
histomorfometria dos hepatdcitos para comparar com os resultados descritos.

Constatou-se, no Experimento 1, que os animais submetidos aos tratamentos com
Rh,Cit e Magh-Cit apresentaram reducdes significativas, em relagcdo aos camundongos sadios,
na area, diametro e volume celular e citoplasmatico dos hepatocitos. A mensuracdo nuclear
revelou uma reducdo significativa em area, didmetro e volume para todos os grupos tratados
comparados ao sadio. A relacdo area do citoplasma sobre area do nucleo, contudo, nao
apresentou diferenca significativa (Tabela 23).

No Experimento 2, os valores do didmetro do hepatécito de animais tratados com
Rh,Cit e Magh-Cit apresentaram reducéo significativa em relacdo ao grupo sadio e controle.
Em relacdo aos valores da area e do volume obtidos pela mensuracdo dos nucleos dos
hepatécitos, verificou-se aumento significativo desses parametros nos animais do grupo
controle comparado com todos os demais grupos (Tabela 24).

O volume dos hepatdcitos, a area e o volume do ndcleo de todos os grupos de animais
portadores de tumor do Experimento 3 apresentaram reducdo significativa em relacdo ao
grupo sadio. Para os valores referentes a area e ao diametro dos hepatdcitos, assim como a
area e ao volume citoplasmatico, apenas o grupo Magh-Cit ndo apresentou diferenca
significativa em relagdo aos animais sadios. Ainda, o didmetro nuclear do grupo controle foi

estatisticamente maior que o de todos 0s outros grupos.
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Tabela 23 - Mensuracdes realizadas em hepatocitos de camundongos BALB/c fémeas dos grupos sadio e tratados via intravenosa com Rh,Cit,
Magh-Rh,Cit e Magh-Cit no Experimento 1.

RH
Tratamento AC/AN

AH (um®  DH (um) VH @um®  AC(um?)  VCumd (um®)  An@um® Dn(um)  Vn(umd)
Sadio 71.7£10.1 10.0+0.7 460.1+96.9 62.1+9.4 371.6+85.2 6.4+1.2 9.5+1.2 3.8+£0.3 22.4+4 .4

Rh,Cit 59.8+5.7°2 9.240.5™ 349.6+49.8%  52.1+55°%  284.2+45.27 6.7+1.1 7.741.17%  3.440.2™  16.3+3.7°

Magh-Rh,Cit  73.9+5.2®  10.2404"°  479.6+50.9®  64.8+4.9®  393.8+452™  7.1+0.7  9.1+0.7° 3.7+0.2"®  20.7+2.5%

Magh-Cit ~ 60.945.8™¢ 9.3+0.4™°  350.1451.0*°¢ 51.7452"¢ 281.3+422"°  56+0.8  9.1+0.8" 3.6+0.2® 20.9+2.9™°¢

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). AH = area do hepatdcito; DH = didmetro do hepatécito; VH = volume do hepatécito; AC = area do
citoplasma; VC = volume do citoplasma; RH AC/An = razo do hepatécito; An = area do nicleo; Dn = didmetro do ndcleo; Vn = volume do nucleo. As letras minusculas
indicam diferengas significativas nas comparacfes 2-a-2 detectadas pelo teste de Tukey, sendo a = significativo comparado ao grupo sadio; b = significativo comparado ao
grupo controle; ¢ = significativo comparado ao grupo Rh,Cit. Os asteriscos indicam diferengas significativas (*p<0,05).
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Tabela 24 - Mensuracdes realizadas em hepatodcitos de camundongos BALB/c fémeas dos grupos sadio, controle e tratados via intravenosa com
Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit no Experimento 2.

Tratamento AH (um%  DH (um) VH (um®)  AC (um?)  VC (umd) Rl_é}f\n%An An (um?) Dn(um)  Vn(umd)
Sadio 8474211  10.8%1.0 600.3+234.1 75.6+20.3 508.2+201.4  8.3+1.6 9.0+1.6 3.7+0.2 20.845.3
Controle 85.7+7.8 12.1+1.1 599.2+85.8  72.0+7.6  462.0£73.0 5.2+1.7 13.7+1.7° 4.1%0.4 38.3+7.3"
Rh,Cit 723129  10.3+0.8%°  468.9+129.0 62.5+11.9 376.9+105.0 6.32+2 9.8+2.0" 4.0£0.3 23.7+7.6™
Magh-Rh,Cit  83.5+10.4  11.2+0.4°  577.5+116.5 73.4+9.3  476.3+91.6 7.2+1.8 10.0+1.8™ 4.0+0.3 24.3+6.7°
Magh-Cit ~ 75.3#12.7 105+0.6™>% 497.1+131.0 66.1+12.0 409.9+109.5  7.2+1.1 9.1+1.1°" 3.9+0.3 20.9+3.8™

Os dados correspondem & média e ao erro padrdo da média (EPM). AH = area do hepatdcito; DH = didmetro do hepatécito; VH = volume do hepatécito; AC = &rea do
citoplasma; VC = volume do citoplasma; RH AC/Na = razéo do hepatécito; An = area do nlcleo; Dn = didmetro do ndcleo; Vn = volume do ndcleo. As letras mindsculas
indicam diferengas significativas nas comparacfes 2-a-2 detectadas pelo teste de Tukey, sendo a = significativo comparado ao grupo sadio; b = significativo comparado ao
grupo controle; ¢ = significativo comparado ao grupo Rh,Cit; d = significativo comparado ao grupo Magh-Rh,Cit. Os asteriscos indicam diferencas significativas (*p<0,05).
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Tabela 25 - Mensuracdes realizadas em hepatdcitos de camundongos BALB/c fémeas dos grupos sadio, controle e tratados via intravenosa com
Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit no Experimento 3.

RH
Tratamento AC/An
AH (um?) DH (um) VH @um®)  AC (um’) VC (um®) (um?) An (um?)  Dn(um) Vn (um?)
Sadio 77.846.3 10.240.4 518.3+66.8 66.2+6.7 407.3+61.7 5.741.2 11.6+1.2 3.9+0.2  29.8+4.6
Controle 69.645.7°° 9.9+0.6 438.0+56.6 % 58.5+6.1 338.0+52.6™ 5.2+1.1 11.0£1.17% 41402 27.8+4.27
Rh,Cit 63.748.1° 9.4+0.6° 385.6+78.8° 53.9+8.3 300.8+70.3 5.5+1.4 9.7+1.4™  3.7+0.3® 23.2+4.8™
Magh-Rh,Cit ~ 60.1+9.2" 9.1+0.77° 354.4+86.4°  50.4+9.17 272.3+73.2™ 5.1+0.9 9.740.9™  3.7+0.2™ 23.0+357

Magh-Cit  73.9+6.72%9 10.1+05™ %9 479.9+69.7% 62.6+6.3™ %9 374.6+57.4™%% 55+17 11.241.7%  3.8+0.3™ 28.646.77

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). AH = area do hepatécito; DH = didmetro do hepatécito; VH = volume do hepatécito; AC = area do
citoplasma; VC = volume do citoplasma; RH AC/Na = razéo do hepatécito; An = area do nlcleo; Dn = didmetro do nlcleo; Vn = volume do ndcleo. As letras minUsculas
indicam diferengas significativas nas comparagdes 2-a-2 detectadas pelo teste de Tukey, sendo a = significativo comparado ao grupo sadio; b = significativo comparado ao
grupo controle; ¢ = significativo comparado ao grupo Rh,Cit; d = significativo comparado ao grupo Magh-Rh,Cit. Os asteriscos indicam diferencas significativas (*p<0,05).
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5.5.3 Anadlises histopatoldgicas dos tumores

Os tumores obtidos de cinco camundongos dos grupos controle e tratados com Rh,Cit,
Magh-Rh,Cit e Magh-Cit foram avaliados por morfometria, para verificar a area de necrose.
Nesse sentido, foram analisadas, em cada tumor, trés seccdes com 10 a 20 um de distancia
entre si, a fim de mensurar a sua area total e a percentagem de necrose. As regifes necrosadas
utilizadas para a avaliacdo morfométrica descrita foram do tipo necrose por coagulacdo. Na
Figura 27, pode-se observar que as células apresentam alteracfes nucleares tipicas desse tipo
de necrose, tais como:

- Picnose, que consiste na condensacdo da cromatina e consequente reducdo do
tamanho nuclear e aumento da sua basofilia;

- Cariorrex, definida pela fragmentacdo do ndcleo em segmentos que se
dispersam pelo citoplasma;

- Caridlise, que surge da digestdo da cromatina, resultando em nucleos pouco
pigmentados.

Além disso, o citoplasma celular apresentou-se acidofilo e granuloso, com aspecto de
substancia coagulada, formando uma massa homogénea. Tal fato deve-se ao rompimento das

membranas, que tornam os limites celulares imprecisos.

Figura 27: Necrose por coagulacdo utilizada na analise morfométrica dos tumores 4T1, implantados em
camundongos fémeas BALB/c. Presenca de células com ndcleos em picnose, (seta), em cariorrexe (cabega de
seta) e em caridlise (seta curta). Coloragdo H&E.
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Pela Figura 28, pode-se observar que todos os tratamentos do Experimento 2

resultaram em aumento ndo significativo da percentagem da &rea de necrose. A Figura 29

ilustra a presenca de necrose tumoral em todos 0s grupos, sendo que nos tratados com Magh-

Rh,Cit visualiza-se a maior area de necrose.
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Figura 28: Percentagem de necrose nos tumores dos animais controle e tratados com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e

Magh-Cit do Experimento 2.

Figura 29: Regides de necrose dos tumores 4T1 implantados em camundongos fémeas BALB/c do Experimento
2. A) Controle com administragdo de solugdo salina. B) Rh,Cit. C) Magh-Rh,Cit. D) Magh-Cit. Coloracdo H&E.

Barras = 0,5 mm.
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Pela Figura 30, pode-se observar que no Experimento 3 os tumores dos animais
tratados com Rh,Cit apresentaram aumento ndo significativo na percentagem de necrose em
relacdo aos camundongos do grupo controle. Nos demais tratamentos, foi verificada uma
menor proporcdo de area de necrose, principalmente nos tumores de animais tratados com
NPs sem citrato de rodio. A Figura 31 ilustra a presenca de necrose tumoral em todos 0s
grupos, sendo que nos tratados com Rh,Cit visualiza-se a maior area de necrose.
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Figura 30: Percentagem de necrose nos tumores dos animais controle e tratados com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e
Magh-Cit do Experimento 3.

Figura 31: Regides de necrose dos tumores 4T1 implantados em camundongos fémeas BALB/c do Experimento
3. A) Controle com administracdo de solugdo salina. B) Rh,Cit. C) Magh-Rh,Cit. D) Magh-Cit. Coloracdo H&E.
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A glandula mamaria dos camundongos sadios (sem implante de células tumorais) foi
analisada para comparar com a histologia dos tumores implantados na mama dos animais
controle e tratados com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit.

O tecido mamario apresentou parénguima e estroma caracteristicos. Na Figura 32 A,
observou-se um linfonodo préximo a um vaso sanguineo e a dois ductos circundados por
tecido adiposo. Verificou-se a presenca de um I6bulo ramificado de um ducto envolvido pelo
estroma mamario, composto por tecido adiposo e conjuntivo. Os ductos sdo compostos por
uma camada interna de células epiteliais cUbicas e por uma camada externa de células

mioepiteliais, circundadas por adipocitos (Figura 32 B).

Figura 32: Fotomicrografias de tecido mamario de camundongos fémeas BALB/c. A) Parénquima e estroma do
tecido mamario normal. B) Lébulo mamario circundado por tecido adiposo. Legenda: a: tecido adiposo; d:
ducto; v: vaso; L: linfonodo. Coloragdo H&E.

As avaliacGes gerais das sec¢des histoldgicas dos tumores 4T1 foram similares nos
Experimentos 2 e 3, e estdo ilustradas nas Figuras 33 a 36.

O padrdo histopatologico observado foi semelhante para todos os tumores implantados
no tecido mamario de camundongos do grupo controle e tratados com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e
Magh-Cit. Os tumores observados apresentaram pouca diferenciagcdo, com aspecto primitivo,
caracteristica de tumores malignos anaplasicos, em que as células sdo pouco especializadas e
distintas do parénquima originario do tumor. Tal fato esta ligado a alta malignidade das
células 4T1, as quais se apresentam muito invasivas.

Nas Figuras 33 A, 34 A, 35 A e 36 A, estdo destacadas regifes hemorragicas junto as
células tumorais em processo de necrose. Estas apresentaram restos celulares desorganizados

com limites imprecisos e padrao eosinofilico, formando uma massa homogénea amorfa.
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A progressao tumoral resultou em uma invasao na musculatura, provocando lesées nas
fibras musculares, que acabam por perder seus nucleos (Figuras 33 B, 34 B, 35 B e 36 B).
Além disso, a alta proliferacdo de células neoplésicas é evidenciada pela sua sobreposi¢do ao
tecido adiposo (Figuras 33 C, 34 C, 35 B e 36 C). O tecido invadido pelo tumor apresentou,
ainda, indicios de inflamacéo no estroma, observada nas Figuras 33 C, 34 B, 35 B e 36 B.

O crescimento desordenado das células neoplasicas sobre o parénquima e o estroma do
tecido mamario gerou uma perda de polaridade. Isso esta relacionado ao grande nimero de
mitoses (Figuras 33 D, 34 D, 35 D e 36 D), proprio de tumores anaplésicos, apresentando
células pleomorficas (tamanhos e formas variadas) e mitoses atipicas com fuso tripolar
(Figura 35 C).

Figura 33: Fotomicrografias de carcinoma mamario (linhagem 4T1) de camundongos fémeas BALB/c sem
tratamento (controle). A) Tecido tumoral (t) com regides hemorragicas (h) e de necrose (n) préximas a vasos
sanguineos (v). B) Presenca de fibras musculares (m) invadidas pelo tumor com células mitéticas (cabeca de
seta). C) Invasdo tumoral do estroma com tecido adiposo (a) e vaso sanguineo (v) e presenca de infiltrado
inflamatorio (seta). D) Alta proliferacdo de células tumorais com varias figuras mitéticas (cabeca de seta).
Coloracédo H&E.



83

Figura 34: Fotomicrografias de carcinoma mamario (linhagem 4T1) de camundongos fémeas BALB/c tratados
com Rh,Cit. A) Aspecto geral do tumor (t) com regies necrosadas (n) e hemorragicas (h). B) Invasdo tumoral
nas fibras musculares (m) e presenca de infiltrado inflamatdrio (seta). C) Presenca de células tumorais invadindo
o tecido adiposo (a). D) Alta proliferacdo de células tumorais com varias figuras mitéticas (cabeca de seta).

Coloracdo H&E.
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Figura 35: Fotomicrografias de carcinoma mamario (linhagem 4T1) de camundongos fémeas BALB/c tratados
com Magh-Rh,Cit. A) RegiGes hemorrégicas (h) e de necrose (n) no tumor (t). B) Invasdo tumoral nas fibras
musculares (m) junto ao tecido adiposo (a) e infiltragdo de linfdcitos (seta). C) Crescimento tumoral com células
em mitose (cabega de seta); vaso sanguineo (v), além da presenca de uma célula com fuso tripolar (seta curta).
D) Alta proliferacdo de células tumorais com varias figuras mitdticas (cabeca de seta). Coloragdo H&E.
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Figura 36: Fotomicrografias de carcinoma mamario (linhagem 4T1) de camundongos fémeas BALB/c tratados
com Magh-Cit. A) Aspecto geral do tumor (t) com regides hemorrégicas (h) e de necrose (n). B) Invasdo tumoral
nas fibras musculares (m) e presenca de infiltrado inflamatorio (seta) préximo ao tumor. C) Estroma e
parénquima invadidos pelo tumor, apresentando adipdcitos (a) e ductos (d). D) Alta proliferacdo de células
tumorais com vérias figuras mitéticas (cabeca de seta). Coloracdo H&E.
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5.6 Analises de fragmentacdo de DNA de células da medula 6ssea

Verificou-se, no Experimento 3, aumento significativo na percentagem de
fragmentacdo de DNA na medula 6ssea de animais tratados com Magh-Cit em relagdo aos
sadios. Para o grupo Rh,Cit, observou-se 0 menor valor de fragmentacdo do DNA. Embora
essa reducdo nédo tenha sido significativa em relacdo ao grupo sadio, esse valor resultou em
aumento significativo dos animais tratados com Magh-Rh,Cit e Magh-Cit em relacdo ao
Rh,Cit (Figura 37).

A Sadio Controle
800 400
640 RN1 320 RN1
RN2 RN2
8480 8240
= b=
[ [
> 4
1320 (L1 160
160 80
0 i, | 0
0.1 1 10 100 1000 0.1 1 10 100 1000
FL2 FL2
Rh,Cit Magh-Rh.Cit Magh-Cit
400 200 200
320 RN1 160 RN1 160 RN1
|RN2 2 RN2
8 240 8 120 8120
= € €
[ [} [
> > >
i 160 @ 80 @ 8o
80 40 40
0 0 0 .-
0.1 1 10 100 1000 0.1 1 10 100 1000 0.1 1 10 100 1000
FL2 FL2 FL2

B 90.00

& *a,c
c
80.00
- 70.00
LS
_§ 60.00 -
£ 50.00 -
]
qu40.00 y
£
u
« 30.00 -
=
0 20.00 -
10.00 -
0.00 — — T T .

Sadio Controle Rh,Cit Magh-Rh,Cit Magh-Cit

Figura 37: Fragmentacdo de DNA em células da medula éssea dos animais dos grupos sadio, controle e tratados
com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit do Experimento 3. A) Quantificagdo de fragmentos de DNA marcados
com iodeto de propidio usando citometria de fluxo. RN1 = DNA fragmentado, RN2 = DNA integro, FL2 =
detector de fluorescéncia. B) Percentagem do DNA fragmentado. Dados correspondem a valores da média + erro
padrdo. As letras mindsculas indicam diferengas significativas nas comparacfes 2-a-2 detectadas pelo teste de
Mann-Whitney, sendo a = significativo comparado ao grupo sadio; ¢ = significativo comparado ao grupo Rh,Cit.
Os asteriscos indicam diferencas significativas (*p<0,05).
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6 DISCUSSAO

6.1 Consideracdes sobre toxicidade

O uso de camundongos em pesquisa biomédica contribuiu muito para o entendimento
da hematologia de mamiferos, demonstrando muita similaridade com humanos. Assim, ao se
avaliar um determinado tratamento em camundongos, os valores hematoldgicos devem ser
considerados, sendo essencial a existéncia de um grupo controle, com animais sadios,
utilizado na comparacdo priméria dos dados, além dos valores de referéncia que também
ajudam na interpretacdo dos resultados (EVERDS, 2007).

Na avaliacdo de toxicidade aguda do Experimento 1, em que foram administradas as
doses mais elevadas dos trés experimentos, os tratamentos com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e
Magh-Cit em camundongos sem carcinoma mamario ndo resultaram em alteragdo do
eritrograma em relag¢do ao grupo sadio, no periodo de 48 horas (Tabela 10). A concentracdo
de Rh,Cit aplicada foi de 14,1 mg/kg, quase dez vezes maior do que a total utilizada ao longo
do Experimento 2 (1,5 mg/kg divididos em trés aplicacdes de 0,5 mg/kg).

Com base nesses dados, pode-se supor que, em relacdo ao grupo sadio, foi a presenca
do tumor, e ndo os tratamentos, a responsavel pela reducédo significativa na concentracdo de
hemacias de animais tratados com Rh,Cit (Experimento 2) e com Magh-Cit (Experimento
3) (Tabelas 11 e 12). Essa alteracdo ndo foi suficiente, contudo, para ocasionar anemia ja que
os valores da concentracdo de hemacias ainda se mantiveram nos padrbes dos valores de
referéncia descritos na literatura (7,3-10,5 x 10°) (VIANA, 2007). No Experimento 3, 0s
camundongos portadores de tumor do grupo controle e tratados com Magh-Cit apresentaram
diminuicdo significativa na concentracdo de hemoglobina, embora este valor também néo
tenha sido suficiente para causar anemia, ja que esta de acordo com o descrito por VIANA
(2007) (12-15 g/dL). Entretanto, os hematocritos do grupo controle e dos tratados com Rh,Cit
e Magh-Cit apresentaram reducdo significativa em relagdo ao dos animais sadios, estando
abaixo do intervalo descrito para os valores de referéncia (35-50%) (VIANA, 2007). Tal fato
pode estar relacionado ao desenvolvimento do céncer, ja que o crescimento do tumor ocasiona
hemorragias, alterando o volume dos globulos vermelhos no sangue (GOLDSHTEIN et al,
2010). Nas seccOes histopatologicas dos tumores essas regides hemorragicas estdo proximas a
areas de necrose, possivelmente em virtude de hipdxia (Figuras 33 A, 34 A,35 A e 36 A).

Assim como a reducdo do numero de eritrocitos pode ocasionar anemia, a deficiéncia

de ferro também pode levar a esta condicdo. O ferro, principal constituinte da hemoglobina, é
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transportado associado a transferrina na forma de ferro sérico (EVERDS, 2007; WANG et al,
2010). Este foi dosado para avaliar se houve alguma alteracdo de sua concentracdo no
organismo devido a presenca do tumor ou aos tratamentos com NPs de maghemita. A menor
concentracdo de ferro sérico observada no sangue dos animais dos grupos controle e Rh,Cit
(Experimento 2) (Tabela 8) e controle e Magh-Cit (Experimento 3) (Tabela 9) deve-se,
provavelmente, a reducdo significativa do nimero de eritrocitos dos respectivos grupos
(Tabelas 11 e 12). No Experimento 1, entretanto, houve aumento dos valores de ferro sérico
dos animais tratados em relagédo ao do grupo sadio. Ainda assim, a concentracdo de ferro
obtida dos animais tratados permaneceu proxima a 160 pg/dL, valor ja observado
anteriormente para camundongos BALB/c (MENCACCI et al, 1997).

A avaliacdo de parametros bioguimicos do soro é fundamental para identificar a
possivel ocorréncia de toxicidade, induzida por uma nova droga, e deve ser correlacionada
com testes histopatoldgicos (RAMAIAH, 2007). Injdrias hepaticas compdem mais de 50%
das manifestacbes de toxicidade causadas por agentes quimicos (SCHEARS, 2003),
representando o maior obstaculo para o desenvolvimento de novas drogas (CULLEN &
MILLER, 2006). A transaminase glutdmica piravica (TGP), também chamada glutamato-
piruvato transamiase ou alanina aminotrasferase (ALT), é detectada no soro sanguineo e pode
ser utilizada no diagnéstico de lesBes hepéticas provocadas por drogas tdxicas ou por
infeccbes (NELSON & COX, 2006). Nesse sentido, niveis de TGP aumentados indicam
toxicidade ao figado (hepatotoxicidade), relacionada a necrose de hepat6citos e a inflamacao
(CENTER, 2007). Observou-se no Experimento 1, sem implante tumoral, e nos
Experimentos 2 e 3, com animais portadores de carcinoma mamario, que ndo houve
aumento dos niveis de TGP. Frente a esse parametro hematoldgico, pode-se sugerir auséncia
de hepatotoxicidade.

Contudo, pela avaliacdo histopatolégica do figado verificou-se que as médias do IAH
(indice de alteracdo histopatoldgico) de todos os grupos tratados nos Experimentos 1, 2 e 3
apresentaram aumento em relacdo aos animais sadios, estando dentro do intervalo 21-50.
Segundo Langiano e Martinez (2008) valores de IAH neste intervalo estdo relacionados a
presenca de alteracBes hepaticas que variam de moderadas a fortes. Nesse sentido, 0s
tratamentos realizados nos trés experimentos podem ter induzido alteracdes no figado dos
camundongos, principalmente no grupo tratado com Magh-Rh,Cit, em gque se obteve o maior
IAH. O aumento no valor de IAH no figado de animais tratados pode estar relacionado com a
presenca de infiltrado inflamatorio, observado proximo aos vasos sanguineos, principalmente
junto a NPs (ABDELHALIM & JARRAR, 2012).
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Nos Experimentos 2 e 3, com animais portadores de carcinoma mamario, o alto IAH
(superior a 100) do grupo controle demonstrou que a presenca do tumor provocou alteracfes
histopatologicas irreversiveis. 1sso foi corroborado pela analise morfométrica, em que houve
aumento significativo do volume e da &rea nuclear de animais do grupo controle em relacéo
ao sadio, no Experimento 2 (Tabela 24), e do diametro nuclear, no Experimento 3 (Tabela
25). Desse modo, pelas analises morfométricas, verificou-se que a hipertrofia hepatica foi
devido a presenga do tumor e ndo aos tratamentos. Embora a avaliagdo qualitativa do 1AH
tenha demonstrado danos, de moderados a fortes, causados pelos tratamentos, as anélises
morfométricas e bioquimicas do TGP sugerem baixa hepatotoxicidade. Além disso, apesar de
algumas regibes do figado terem sido lesadas, o 6rgdo como um todo, possivelmente, ndo
perdeu sua funcdo, devido a multiplicacdo de células saudaveis.

A depuracdo de substancias exdgenas administradas ao organismo € realizada nos rins,
0 que torna a funcdo renal um indicativo de toxicidade. Devido a velocidade constante de
excrecdo de creatinina, a sua concentracdo no sangue € um excelente pardmetro para
determinar a taxa de filtracdo glomerular e, deste modo, relacionar com a possivel
nefrotoxicidade causada pelos tratamentos realizados. Quando um determinado composto
causa toxicidade renal ha uma reducdo na velocidade de filtracdo glomerular e consequente
decaimento da excrecdo urinaria de creatinina, resultando em aumento do seu nivel no
sangue. Assim, valores crescentes de creatinina sérica indicam nefrotoxicidade (MOTTA,
2003).

Pela avaliacdo da toxicidade aguda, realizada no Experimento 1, e pelas analises
toxicoldgicas dos Experimentos 2 e 3, com implante tumoral, ndo se observou aumento
significativo de creatinina no sangue de nenhum animal tratado em relagdo aos sadios
(Tabelas 7, 8 e 9). Com base nesse parametro bioquimico, as amostras utilizadas durante os
tratamentos ndo promoveram toxicidade renal, ja que a deficiéncia da filtracdo glomerular
deve-se a0 aumento da concentracdo de creatinina no sangue. Segundo Motta (2003), teores
diminuidos de creatinina ndo apresentam significado clinico. Isto sugere que a reducéao
significativa nos niveis de creatinina de animais portadores de tumor do Experimento 2 nao
possui relevancia bioldgica.

A coleta de urina de animais para fins cientificos é muito comum para avaliar
determinados parametros fisiol6gicos. Camundongos e ratos sdo os mamiferos mais utilizados
em testes de toxicidade aguda e cronica e em avaliacGes pre-clinicas de drogas e agentes
quimicos. Nesse sentido, avaliacdes da urina sdo importantes para investigar a funcéo renal, a

excrecao de xenobidticos e de seus metabolitos e a existéncia de anormalidades enddcrinas ou



90

metabolicas (KURIEN et al, 2004). A importancia em se avaliar a cor e 0 aspecto da urina
deve-se a possiveis alteracdes causadas pelos tratamentos, sendo o padrdo normal amarelo
citrino com aspecto limpido. A densidade € utilizada para identificar a capacidade do animal
em concentrar a urina. Assim, a liberagdo normal do horménio antidiurético (ADH) e a
presenca de populacédo suficiente de néfrons e de tubulos funcionais que respondam ao ADH
sdo fatores responsaveis por manter uma determinada concentracdo de solutos na medula
renal que resulte em uma densidade proxima a 1010. Além do funcionamento renal, a
densidade reflete o uso de medicamentos, intoxicacbes e infecgdes (BICALHO &
CARNEIRO, 2012).

O exame da urina obtida dos camundongos do Experimento 1 (sem implante tumoral)
contribuiu com a analise de creatinina sérica, corroborando o bom funcionamento renal, ja
que a densidade urinéria de todos os grupos foi de 1010. Os resultados da urina de animais
tratados com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit foram bastante semelhantes aos do grupo
sadio, havendo divergéncia apenas no valor do pH de animais tratados com 14,1 mg/kg de
Rh,Cit. Neste grupo, observou-se pH com valor aumentado em relagédo ao do grupo sadio,
havendo, ainda, a formagéo de precipitados de fosfatos em dois animais, comum em urina
alcalina. Também foi verificada a formacdo de fosfato triplo nos camundongos dos grupos
Magh-Rh,Cit e Magh-Cit, embora os valores de pH por eles apresentados ndo tenham
divergido estatisticamente ao dos animais sadios. Em relacdo a taxa de glicose na urina,
observou-se que apenas um animal do grupo sadio apresentou alta concentragdo (500 mg/dL).
Tal fato pode estar associado a alimentacdo, uma vez que os animais ndo foram submetidos a
jejum antes da coleta da urina. Os demais camundongos apresentaram niveis de glicose
compativeis com os valores de referéncia (50 a 190 mg/dL) (VIANA, 2007), o que sustenta a
proposta de auséncia de toxicidade renal pelos tratamentos. A reabsor¢do da glicose para o
sangue depende do correto funcionamento dos tlbulos renais, 0 que ndo permite 0 excesso de
glicose na urina. Verificou-se, ainda, diminuicdo significativa de células epiteliais do grupo
Magh-Rh,Cit em relagdo aos grupos Rh,Cit e Magh-Cit sem, contudo, apresentar diferenca
em relacdo aos animais sadios, indicando descamacao normal das células do trato urinario.

A contagem de plaquetas no sangue consiste em exame de rotina laboratorial, incluido
no hemograma automatizado, sendo que aumentos e diminui¢fes do volume plaquetério
podem estar relacionados a determinadas patologias. A plaguetopenia ou trombocitopenia é a
reducdo do numero de plaquetas no sangue e pode estar relacionada com tratamentos
quimicos. A padronizacdo do valor de referéncia para o volume plaquetario ndo apresenta

consenso na literatura, o que cria a necessidade de um grupo sem tratamento para comparar 0s
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resultados (NEMZEK et al, 2001; GREISENEGGER et al, 2004; SANTOS et al, 2008;
NAMDEV et al, 2009). Assim, ao comparar a concentracdo plaquetaria do sangue de
camundongos do grupo sadio, verificou-se reducdo significativa apenas no Experimento 3,
nos animais portadores de carcinoma mamario dos grupos controle, Rh,Cit e Magh-Cit
(Tabela 15). Possivelmente, essa reducdo do namero de plaquetas esta relacionada a presenca
do tumor, e ndo aos tratamentos, levando-se em consideracdo que o0 grupo controle, sem
tratamento, também apresentou menor quantidade.

O leucograma consiste na avaliagdo dos leucocitos, também denominados globulos
brancos, incluindo o total de células e a quantificacdo relativa de cada tipo de leucdcito.
Dentre estes, o0 mais abundante no sangue periférico dos camundongos € o linfdcito,
correspondendo a % do total, sendo o neutréfilo o segundo tipo mais comum. Os dados de
percentagem relativa de linfécitos constituem significado limitado, sendo importante a
contagem absoluta dessas células. A quantificacdo de leucdcitos em camundongos varia muito
entre laboratérios, de 2000 a 10000/mm? de sangue (EVERDS, 2007).

Na avaliacdo de toxicidade aguda realizada no Experimento 1, ndo se observou
diferenca estatistica dos valores do leucograma de camundongos tratados em relacdo aos
sadios. Em contrapartida, houve aumento na percentagem de Neutrofilos + Mondcitos dos
grupos Magh-Rh,Cit e Mag-Cit em relacdo ao Rh,Cit (Tabela 16). Tal fato ndo deve possuir
relevancia bioldgica, pois a quantidade dessas células ndo ultrapassou os valores de referéncia
(30%, VIANA, 2007).

A presenca de carcinoma mamario nos camundongos dos Experimentos 2 e 3 refletiu
em diminuicdo e aumento significativos da percentagem de linfocitos e neutrdéfilos,
respectivamente (Tabelas 17 e 18). Isto pode estar relacionado com a resposta do sistema
imune as células tumorais, provocando maior producdo leucocitaria e consequente aumento
do baco (esplenomegalia) (Figura 17), ja que esse 6rgao tem fungdo secundaria na producao
de leucdcitos. Os neutrofilos tiveram producdo muito aumentada em ambos 0s experimentos
com implantagdo tumoral, ultrapassando em mais de 20 vezes a concentragdo obtida dos
animais sadios (Tabelas 17 e 18), estando elevada, também, em relacéo ao valor de referéncia
descrito por Nemzek et al, (2001) (5700/mm>+0,4). Em relacdo & concentragcdo absoluta de
linfocitos, ndo se observou diferenca significativa de seus valores em relacdo ao grupo sadio
em nenhum dos dois experimentos, embora tenha havido um acréscimo dessas células em
animais portadores de tumor no Experimento 3 (Figura 19). Os valores das demais celulas
descritas no leucograma (eosinéfilos e monaocitos) ndo apresentaram diferencas estatisticas em

relacdo ao grupo sadio no Experimento 2. Ja para o Experimento 3, o valor de eosinofilos de
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animais tratados com Magh-Cit foi aumentado, embora ainda esteja dentro do intervalo de
referéncia (1 a 3%, VIANA, 2007), sugerindo que os tratamentos utilizados pouco
interferiram no metabolismo desses globulos brancos.

A histopatologia do pulméo contribuiu com as analises do leucograma em virtude do
que foi verificado nos vasos entre alvéolos pulmonares. No Experimento 1, sem implante de
células tumorais, observou-se baixa concentracdo leucocitaria no interior dos vasos de todos
0s grupos, ndo demonstrando processo inflamatorio em virtude dos tratamentos. Além disso, a
presenca de linfdcitos nos vasos, em detrimento de neutrdfilos, foi passivel de identificacdo
(Figura 20) corroborando os dados do leucograma do Experimento 1 (Tabela 16). Todavia,
nos Experimentos 2 e 3, assim como nos respectivos leucogramas, foi observado um
aumento na concentragdo leucocitaria nos vasos da parede alveolar de animais portadores de
carcinoma mamario. A presenca de linfocitos foi destacada nos grupos sadios dos dois
experimentos em relacdo a quantidade existente nos grupos com tumor. Nestes, houve
aumento perceptivel no nimero de neutréfilos em relacdo ao de linfocitos (Figuras 21 e 22).
Além disso, a morfologia pulmonar mostrou-se sem alteracdo em todos os grupos dos
Experimentos 1, 2 e 3, com espacos alveolares ndo colabados e sem espessamento dos septos
interalveolares. Ainda, o tecido pulmonar de animais tratados com Magh-Rh,Cit e Magh-Cit
apresentou NPs no parénquima perivascular e, em grande quantidade, no interior de pequenos
vasos sanguineos, sendo que, nos trés experimentos, houve um maior acimulo de Magh-
Rh,Cit do que de Magh-Cit (Figuras 20-22).

A medula 6ssea é um dos tecidos mais sensiveis a agentes citotoxicos devido a sua
rapida taxa de renovacdo celular. Estudos com animais de laboratério mostraram que é
possivel identificar toxicidade na medula dssea em niveis de exposi¢do que ndo causariam
outros sinais de toxicidade (NIH, 1993; MALERBA et al, 2002). Assim, na avaliacdo
bioldgica de um composto quimico, a mielotoxicidade deve ser considerada, ja que as células
da medula 6ssea apresentam alto indice mitotico, sendo suscetiveis a compostos capazes de
realizar ligacbes com o DNA, como os carboxilatos de rddio (1) (NIH, 1993; MALERBA et
al, 2002, ANGELES-BOZA et al, 2006; CARNEIRO, 2011). Nesse sentido as células da
medula dssea de camundongos tratados com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit foram
avaliadas para verificar os possiveis danos dessas composi¢Ges ao DNA.

Na avaliacdo da medula 6ssea de camundongos portadores de carcinoma mamario do
Experimento 3, apenas os tratados com Magh-Cit apresentaram aumento percentual
significativo de fragmentagdo de DNA em relagdo aos grupos sadio e controle. Nos animais

tratados com Rh,Cit e Magh-Rh,Cit, verificou-se, respectivamente, reducdo e aumento néo
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significativo de fragmentacdo de DNA comparado aos camundongos sem tratamento (Figura
37). Os resultados referentes aos tratamentos com Magh-Rh,Cit e Magh-Cit foram
semelhantes aos descritos por Carneiro (2011), em que essas composi¢Oes foram
administradas localmente no tumor. Entretanto, nos tratamentos com Rh,Cit, o aumento da
percentagem de fragmentacdo de DNA verificada por Carneiro (2011) divergiu do que foi
verificado com aplicacdo via intravenosa. Desta forma, sugere-se que 0s tratamentos com as
formulagBes nanoparticuladas possam induzir genotoxicidade as células da medula 0ssea,
enquanto que para o Rh,Cit faz-se necesséria a realizacdo de outros experimentos que possam

corroborar os ja realizados.

6.2 Consideracdes sobre efeito antitumoral

Os modelos animais representam um meio alternativo para investigacdo de
tratamentos de cancer. Camundongos de laboratério (Mus musculus) estdo entre os melhores
modelos para estudar neoplasias devido a varios fatores como: o seu pequeno tamanho, a
capacidade de procriacdo em cativeiro, o periodo de vida de trés anos, a grande similaridade
fisiologica e molecular com humanos e o0 genoma totalmente sequenciado (FRESE &
TUVESON, 2007). Além disso, o crescimento tumoral se desenvolve mais uniformemente e
rapidamente em camundongos, 0 que é vantajoso para testes com drogas. Ainda, o féacil
acesso aos tecidos tumorais em todos os estagios da doenca facilita os estudos de
farmacocinética e farmacodinamica, gerando informacdes adequadas sobre a efetividade da
droga no tecido alvo (ABATE-SHEN, 2006).

Camundongos da linhagem BALB/c sdo muito usados em pesquisa cientifica devido a
sua similaridade genotipica, que reflete em grande semelhanca entre os animais em estudo e
aumenta a reprodutibilidade das conclusfes. A utilizacdo desses camundongos como modelo
de estudo de patologias humanas também € favorecida pela facilidade na administracdo de
farmacos, inclusive pela via intravenosa, e na coleta de sangue (CHORILLI et al, 2007).
Nesse sentido, para estudos de cancer de mama utilizando-se desses animais isogénicos a
linhagem celular de carcinoma mamario 4T1 representa uma boa alternativa ja que foi isolada
de camundongos BALB/c. As células 4T1 sdo facilmente manipuladas in vitro ou in vivo,
podendo ser implantadas ortopicamente na glandula mamaria. Por serem muito invasivas,

formam metastases espontaneas a partir do tumor primario, espalhando-se para sitios
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distantes, de modo andlogo ao que ocorre em humanos (PULASKI & OSTRAND-
ROSENBERG, 2000).

O implante tumoral realizado nos Experimentos 2 e 3 seguiu 0 padrdo descrito por
Carneiro (2011), que utilizou 2 x 10* células 4T1 no estabelecimento de um tumor ortépico.
Embora os dois experimentos tenham seguido 0os mesmos procedimentos (mesmo numero de
células cultivadas sob as mesmas condi¢des nutricionais e tempo de 19 dias para coleta do
tumor), o tamanho tumoral apresentou-se menor no Experimento 3 comparando-se ao 2.
Isso, contudo, ndo refletiu em prejuizo aos resultados, pois em ambas as analises, 0 tumor se
desenvolveu adequadamente na glandula mamaria (Figuras 11 e 12). Além disso, como em
cada experimento o implante tumoral foi realizado aleatoriamente nos camundongos, a
atividade antitumoral das composi¢oes utilizadas pode ser comparada com o respectivo grupo
controle.

Desse modo, no Experimento 2, o volume obtido dos tumores apds os tratamentos
apresentaram uma reducao ndo significativa em relacdo ao grupo controle. Considerando as
médias do volume tumoral de cada grupo, os tratamentos com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-
Cit inibiram o tumor em 44.9%, 53,8% e 58,4%, respectivamente. Assim, embora tenha
havido variagBes das respostas aos tratamentos entre os diferentes animais de cada grupo,
aumentando o erro padrdo, é possivel que a reducdo na média do volume tumoral tenha
relevancia bioldgica, sugerindo que as formulagBes utilizadas apresentaram atividade
antitumoral em camundongos BALB/c.

No Experimento 2, os tratamentos com Rh,Cit, dose total de 1,5 mg/kg (trés
aplicacbes de 0,5 mg/kg), provocaram menor reducdo tumoral comparada a sua associacao
com NPs. Tal fato pode estar relacionado a alta hidrofilia do citrato de rodio (1) (ZYNGIER
et al, 1989) que aumenta a sua dispersdo pelo organismo, principalmente por se tratar de
tratamentos realizados por via intravenosa. Nos experimentos in vivo conduzidos por Carneiro
(2011), os camundongos BALB/c, sob as mesmas condi¢Ges experimentais descritas na
presente dissertacdo, foram tratados via subcuténea, com injecdo aplicada préxima ao tumor.
Os animais também foram submetidos a tratamentos com Rh,Cit e Magh-Rh,Cit,
concentracgdo final de 2,0 mg/kg (sete aplicagcdes de 0,28 mg/kg). Nesse estudo foi observada
uma reducgéo tumoral de 74,5% e 52,2%, respectiva aos tratamentos com Rh,Cit e Magh-
Rh,Cit em relagcdo ao seu grupo controle. Tais resultados demonstraram que em uma
aplicacdo local, o citrato de rédio (11) livre tem maior efeito antitumoral do que associado a
NPs. Isso reforga o argumento de que, no Experimento 2, com tratamento sistémico, o

Rh,Cit tenha sofrido maior dispersédo pelo organismo e, desse modo, tenha provocado uma
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menor reducdo tumoral em relacdo ao Magh-Rh,Cit. Possivelmente a associacdo das NPs com
0 Rh,Cit possa ter ajudado no direcionamento passivo do Magh-Rh,Cit para o tumor, ja que
este possui uma vasculatura frouxa que permite a passagem dessas particulas, aumentando sua
permeabilidade. Além disso, a drenagem linfatica existente ao redor do tumor é pobre o que
provoca uma maior retencdo de NPs nesse tecido (SARFATI et al, 2011).

Uma andlise comparativa foi realizada para descobrir se uma maior concentracdo de
Rh,Cit em relacdo ao Magh-Rh,Cit poderia aumentar o efeito antitumoral do citrato de rédio
(11). Desse modo, foi utilizada uma concentracdo cinco vezes maior de Rh,Cit (2,4 mg/kg) no
Experimento 3 em relacdo ao Experimento 2, sendo que para o tratamento com Magh-
Rh,Cit, a concentracdo foi mantida em 0,5 mg/kg. Logo, verificou-se, no Experimento 3, que
as medias da massa tumoral dos tratamentos com Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit
resultaram em inibicdo de 18.0%, 15,2% e 21,0%, respectivamente, quando comparadas ao
grupo controle. Portanto o acréscimo na concentracdo de Rh,Cit causou um aumento sutil no
efeito antitumoral em relacdo ao Magh-Rh,Cit. Embora o calculo do volume tumoral seja
comum em estudos de cancer (KUKOWSKA-LATALLO et al. 2005), acredita-se que a
metodologia de pesagem, usada no Experimento 3, seja mais apropriada do que as
mensuragoes realizadas no Experimento 2. Segundo Machado e Melo-Junior (2009), o peso
dos tumores é um parametro ponderal importante para monitorar efeitos anti-neoplasicos. De
modo semelhante, o peso dos animais também contribuiu para avaliar o efeito antitumoral no
Experimento 3, havendo, ao longo dos 19 dias de tratamento, aumento na massa corporal dos
animais dos grupos sadio e tratados, enquanto que no grupo controle o peso dos animais
comecou a decair a partir do 11° dia (Figura 10). Isso pode estar relacionado a maior
debilidade do organismo dos camundongos néo tratados, em que houve um maior crescimento
tumoral.

Foi constatada uma menor inibicdo tumoral por Rh,Cit, Magh-Rh,Cit e Magh-Cit no
Experimento 3 em relacdo ao 2. Tal fato deve-se, possivelmente, a reducdo na concentracdo
de ferro das NPs do Lote 2, utilizadas no Experimento 3 (Tabelas 1 e 2), de modo que uma
menor quantidade de NPs tenham sido direcionadas ao tumor, resultando em um efeito anti-
neopléasico menos efetivo. Por outro lado, essa menor inibi¢cdo tumoral pode estar relacionada
ao menor crescimento das células 4T1 observado em todos 0s grupos do Experimento 3.

O efeito anti-neoplasico, descrito para 0os Experimentos 2 e 3, foi realcado pela
morfometria das areas de necrose dos tumores. Essa metodologia ja foi descrita em carcinoma
mamario solido de Ehrlich para verificar agdo antitumoral (MIRANDA-VILELA et al, 2011).

Portanto, o maior percentual de area de necrose mensurada a partir das fotomicrografias dos
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tumores de camundongos tratados com Magh-Rh,Cit no Experimento 2 (Figura 28 e 29), e
dos tratados com Rh,Cit no Experimento 3 (Figura 30 e 31) estdo de acordo com a maior
reducdo tumoral observada nesses experimentos.

Nos tratamentos com Magh-Cit, em que ndo houve associa¢do de NPs com rddio (1),
foi constatada, nos Experimentos 2 e 3, uma sutil reducdo do volume e do peso,
respectivamente, dos tumores em relacdo aos outros grupos (Figuras 14 e 16). Tal fato deve-
se, possivelmente, & sua associagdo com o citrato, o qual é descrito na literatura como um
bom agente antioxidante (HRAS et al, 2000). Em contrapartida, essa composi¢do apresentou
um menor percentual de area de necrose tumoral nos Experimentos 2 e 3, quando comparado
aos tratamentos com Magh-Rh,Cit e Rh,Cit, respectivos a esses experimentos (Figuras 28 e
30). Nesse sentido, a utilizacdo de carboxilato de rodio (I1) ligado as NPs funcionalizadas por
citrato pode ter provocado um maior efeito antitumoral nos camundongos. Além disso, o
reduzido tamanho das nanoparticulas pode ter influenciado no direcionamento do citrato de
rodio (I1) ao tumor.

A microvasculatura tumoral possui natureza descontinua e frouxa com poros variando
de 100 a 1000 nm de diametro diferente da vasculatura de tecidos saudaveis em que ha
juncbes celulares estreitas com menos de 10 nm (HUGHES, 2005). Levando-se em
consideracdo o tamanho hidrodindmico das NPs dos Experimentos 2 e 3, 60 e 158 nm
respectivamente, a informacdo acima demonstra a possibilidade de haver uma maior
permeabilidade e retencdo das NPs no tumor em relacdo a outros tecidos. Por microscopia
eletrnica de transmissdo verificou-se, ap6s mensuracdo de mais de 300 NPs, um diametro
modal de 7,85 e 8,91 nm, respectivos aos Experimentos 2 e 3. Tal fato, juntamente com as
andlises por microscopia eletrénica de varredura (Figura 6 A), sugere que o aumento do
tamanho hidrodindmico deve-se a formacdo de agregados de NPs. Possivelmente a associacdo
das NPs com o Rh,Cit possa ter ajudado no direcionamento do Magh-Rh,Cit para o tumor, ja
que este requer maior quantidade de ferro para divisdo celular (KWOK & RICHARDSON,
2002).
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CONCLUSAO

e O implante ortépico de 2 x 10* células do carcinoma mamério da linhagem 4T1 em

camundongos BALB/c foi adequado para o estabelecimento tumoral na glandula
maméria, possibilitando a realizacdo de testes in vivo para identificar a acdo anti-
neoplasica de novos compostos.

Rh,Cit aplicado sistemicamente induziu efeito antitumoral, constatado pela reducéo do
tumor e do aumento da sua area de necrose. Contudo, a associacdo com NPs de
maghemita tornou a acdo deste composto ainda mais eficaz, pois no experimento com
iguais concentracBes de Rh,Cit e de Magh-Rh,Cit verificou-se, neste ultimo
tratamento, a maior percentagem de area de necrose.

Os tratamentos realizados em animais sem carcinoma mamario ndo resultaram em
distirbios hematoldgicos, bioquimicos e de pardmetros da urina, sugerindo baixa
toxicidade das composicdes utilizadas no presente trabalho. Isto indica que as alteracGes
hematoldgicas e bioquimicas verificadas nos animais implantados com células neoplésicas
dos grupos tratados estdo relacionadas com a presenca do tumor.

As analises genotoxicas da medula 6ssea e histopatoldgicas do figado constituiram
indicativo de toxicidade causado principalmente pelas NPs. Estas foram visualizadas
no interior de vasos do pulmdo, sem, contudo, resultar em danos visiveis neste 6rgao.
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8 PERSPECTIVAS

Considerando o promissor efeito antitumoral de Magh-Rh,Cit em camundongos
portadores de carcinoma mamario, estudos de toxicidade envolvendo testes de sobrevivéncia
ja estdo sendo realizados em nosso laboratorio a fim de dar continuidade a esta pesquisa.
Além disso, o fato desta composicdo ter apresentado elevada estabilidade e potencial
magnético abre perspectivas para investigar o seu efeito antitumoral na presenca de campo
magnético, que, por sua vez, poderia representar uma melhor eficicia terapéutica para o

cancer de mama.
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