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Resumo

Nanoparticulas magnéticas (NPMs) tém sido testadas com sucesso em muitas aplicacdes
biomédicas, como direcionamento sitio-especifico, liberacdo controlada de farmacos e na
magnetohipertermia (MHT) para tratamento do cancer. Entretanto, € notavel que ainda seja
escasso 0 conhecimento relacionado aos efeitos das nanoestruturas em organismos idosos,
mais suscetiveis ao cancer e outras patologias. Visando contribuir para minimizar esta lacuna,
a primeira etapa deste trabalho objetivou investigar aspectos da biocompatibilidade e
biodistribuicdo de NPMs cobertos com citrato (NpCit) em camungos fémeas saudaveis idosas
e jovens. A amostra NpCit foi administrada intraperitonealmente e sua toxicidade foi avaliada
por 28 dias através de exames clinicos, bioquimicos, hematoldgicos e histopatologicos. Além
disso, sua biodistribuicdo foi avaliada pela espectrometria de emissdo Optica de plasma
acoplada por indutividade (ICP-OES) e métodos morfoldgicos. NpCit apresentou efeitos
idade-dependentes. A amostra induziu alteragdes bioquimicas e hematoldgicas muito leves e
temporarias nos animais jovens. Estas alteracGes eram ainda mais leves do que os efeitos do
processo de envelhecimento, especialmente quando relacionados aos dados hematolégicos e
niveis de TNF-a e 6xido nitrico (NO). Por outro lado, NpCit mostrou uma série de resultados
diferentes no grupo idoso, algumas vezes reforcando (leucdcitos), outras se opondo
(eritrocitos) aos efeitos do envelhecimento. As alteracdes dos leucdcitos foram observadas até
0 28 dia de tratamento no grupo idoso. Uma ligeira evidéncia de decréscimo nas funcGes
imunes e hepaticas foi detectada nos camundongos fémeas idosas tratados ou ndo com a
NpCit. Entretanto, danos teciduais ou alteracdes clinicas relacionadas com o envelhecimento
ou tratamento com NpCit nunca foram observadas. O padrdo de distribuicdo do ferro foi
diferente em funcédo da idade ou da administracdo da NpCit. As concentracdes de ferro/NpCit
foram maiores nos camundongos fémeas idosas em todos os grupos observados. Os dados
revelam diferengas importantes entre animais idosos e jovens administrados com NpCit que
devem ser levadas em conta quando as estratégias nanobiotecnoldgicas sdo aplicadas para o
tratamento de organismos idosos. Na segunda etapa do trabalho, a eficacia da MHT, o
aumento de temperatura promovido pelas NPMs expostas a um campo magnético alternado,
mediada pela NpCit combinada com a quimioterapia usando nanocépsulas de PLGA
contendo Selol (NcSel) foi avaliada no tratamento do tumor de mama em camundongos Swiss
idosas. Os resultados mostraram que a combinacdo da MHT e da NcSel reduziram,
significativamente, o volume do tumor em comparacdo com todos 0s demais grupos
especialmente o grupo tratados com paclitaxel (farmaco padrdo utilizado no tratamento de
cancer de mama). Além disso, observou-se aumento da sobrevida, auséncia de metastases nos
linfonodos, figado e pulmdes 45 dias apds a indugdo. Notavelmente, foi observada a
diminuicdo dos niveis de TNF o, pro-inflamatorio, cujo aumento estd associado ao estagio
terminal no tumor sélido de Ehrlich. Os resultados evidenciam que NpCit € uma amostra
biocompativel e seu uso potencial na MHT combinada com antioxidantes nanoencapsulados
em pacientes idosos com tumor de mama. Em adicéo, os dados enfatizam a necessidade de
mais estudos em animais idosos para melhor estender os beneficios da nanotecnologia para a
populacéo idosa.

Palavras-chave: Biodistribuicdo, Cancer de mama, Magnetohipertermia, envelhecimento,
Nanotoxicidade, Terapias combinadas



Abstract

Magnetic nanoparticles (MNPs) have been successfully tested for several purposes in medical
applications, such as targeting and controlled drug release, and magnetohyperthermia (MHT)
for cancer treatment. However, it is noteworthy that there is still scarce knowledge concerning
the effects of nanostructures on elderly organisms, more susceptible to cancer and other
diseases. To contribute to minimize this gap, in its first step this work aimed to investigate
biocompatibility and biodistribution aspects of MNPs coated with citrate (NpCit) in both
elderly and young healthy female mice. The NpCit sample was administrated
intraperitoneally, and its toxicity was evaluated for 28 days through clinical, biochemical,
hematological and histopathological examinations. In addition, its biodistribution was
evaluated by spectrometric (Inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP
OES) and morphological methods. NpCit presented age-dependent effects. The sample
induced very slight and temporary biochemical and hematological changes in young animals.
These changes were even weaker than the effects of the aging process, especially when
related to the hematological data and TNF-a and nitric oxide (NO) levels. On the other hand,
NpCit showed a distinct set of results in the elderly group, sometimes reinforcing
(leukocytes), sometimes opposing (erythrocytes) the aging changes. Leukocyte changes were
still observed on the 28" day after treatment in the elderly group. Slight evidence of a
decrease in liver and immune functions was detected in elderly mice treated or not treated
with NpCit. However, tissue damages or clinical changes related to aging or to the NpCit
treatment were never observed. The pattern of iron distribution was different in function of
aging or NpCit administration. Extra iron was detected until the 28" day after NpCit
administration, but in different organs of elderly and young mice. Data reveal important
differences between treated elderly and young animals that should be taken in account when
apply nanotechnology strategies for aged organism treatment. In the second step, the efficacy
of MHT mediated by NpCit combined with chemotherapy using nanocapsules of the
antioxidant Selol (NcSel) was evaluated for breast tumor treatment of elderly Swiss mice.
MHT, the increase in temperature promoted by MNPs exposed to an alternating magnetic
field, was capable to reduce the tumor volume without affecting the adjacent healthy tissue or
distant organs. The benefits of MHT against cancer were even improved by the association
with the chemoterapic NcSel: reduction of tumor volume, even bigger than that of paclitaxel
(pattern drug for breast cancer treatment); significant increased survival; absence of
metastases in the lymph nodes, liver and lungs until 45 days after tumor induction; and
decreased levels of TNFa that is associated with poor prognosis in Ehrlich tumor. Results
evidenced the NpCit as a biocompatible sample and the potential use of MHT combined with
nanoencapsulated antioxidants in elderly patients with breast cancer. In addition, data
emphasizes the need for further studies in older animals to appropriately extend the benefits
of nanotechnology to the elderly population.

Key words: Ageing, Biodistribution, Breast cancer, Combined therapy,
Magnetohyperthermia, Nanotoxicity
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1. INTRODUCAO
1.1 Cancer e Metastase

O cancer € um termo genérico utilizado para definir um grupo de mais de 100 doencas
caracterizadas pela proliferacdo celular exacerbada, invasividade e formagdo de colGnias
metastaticas (WEINBERG, 2014). O desenvolvimento das neoplasias é resultado das
interacbes de diversos fatores (multifatorial) que envolvem aspectos extrinsecos, como
alcoolismo, microrganismos infecciosos (virus e bactérias), exposicdo a agentes quimicos
mutagénicos, dieta pouco saudavel e aspectos intrisecos que abrangem desde condicdes
hormonais e imunes até aspectos genéticos, como acumulo de mutacBes e/ ou eventos
epigenéticos.

Aproximadamente 90% de todos os tipos neoplasicos sdo de causas adquiridas, tanto
por instabilidades naturais de oncogenes ou de genes supressores de tumor em consequéncia
do envelhecimento, quanto por compostos fisicos e quimicos provenientes do meio ambiente,
de habitos pessoais, ou ainda mediante acdo mutagénica causadas por alguns tipos de
microrganismos. Apenas cerca de 5% dos canceres sdo hereditarios (por exemplo: cancer de
mama por deficiéncia dos genes supressores BCRAL, BCRA 2 e p53) (NAOUM; NAOUM,
2016). De modo geral, o desenvolvimento tumoral ocorre durante varios anos e passa
basicamente por trés estagios, iniciacdo, promocdo e progressdo, até ser clinicamente
detectavel e interferir na sobrevivéncia do individuo (WEINBERG, 2014).

Durante o desenvolvimento neoplédsico ocorrem competicdo entre as células
cancerosas e as células normais por nutrientes e oxigénio, obstrucao fisica causada pelo tumor
e interferéncia no funcionamento dos orgdos afetados. Devido a estas caracteristicas,
proliferacdo celular acelerada e crescimento além dos limites habituais, as células
transformadas podem invadir tecidos adjacentes e se espalhar para outros 6rgdos (Figura 01).
Este processo é conhecido como metéstase (OMS, 2015) e representa a principal causa de
morte por cancer.

As metastases resultam de um processo de multiplos estagios que incluem a invasdo
local pelas células do tumor primario, intravasamento para a corrente sanguinea ou para o
sistema linfatico, sobrevivéncia na circulagdo (sanguinea e/ou linfatica), retencdo em um
Orgdo distante, extravasamento, sobrevivéncia em um novo ambiente e colonizagdo

metastatica. Cada um destes passos se baseia em caracteristicas fenotipicas especificas da
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celula do tumor, bem como nas interagbes com o microambiente hospedeiro e o sistema
imunitario (TURAJLIC; SWANTON, 2016).

Y MICRO- 1
BENIGNO MALIGNIDADE 5 METASTATICO
NORMAL METASTASE

INICIACAO  CRESCIMENTO INTRAVASAO SAC

% EXTRAVASAO CRESCIMENTO
PROMOCAO ANGIOGENESE TRANSPORTE SUSTENTADO
CONVERSAO invasio | APRISIONAMENTO |
| MESTASTASE |
PROGRESSAO TUMORAL

Figura 01. Multiplos estagios da metastase. Adaptado de Mendelsohn et al. (2015).

H& uma clara tendéncia para tumores formarem lesbes metastaticas em orgdos
especificos (MENDELSOHN et al., 2015), sendo os sitios mais comuns o figado e o0s
pulmdes. Essa propensdo pode ser compreendida parcialmente devido ao direcionamento do
fluxo sanguineo, e explicada pelo aprisionamento das células tumorais no primeiro leito
capilar ou linfatico encontrado. Todavia, em muitos outros canceres, a colonizacdo
metastatica ndo pode ser explicada anatomicamente (MENDELSOHN et al., 2015). Paget
(1889) analisou mulheres que morreram de cancer de mama e notou que as metastases para 0s
0ss0s € pulmbes eram as mais comuns e ndo poderiam ser explicadas pelos fatores
supracitados. Assim, em 1889, foi criada a teoria conhecida como semente e solo. Esta teoria
afirma que na metastase ocorre colonizacdo seletiva de orgdos especificos mediante o
encontro entre a célula tumoral migrante (semente) e o ambiente adequado (solo).

A partir dessa explicacdo, diversos trabalhos tém demonstrado como as células
encontram um microambiente propicio a formacdo de metastases. Foi evidenciado que
exossomos, derivados de tumores primarios, sdo capazes de preparar o futuro microambiente
de colonizacdo metastatica (PECORINO, 2012). Em conformidade, Costa-Silva et al. (2015)
demonstraram que exossomos derivados do adenocarcinoma ductal pancreatico induziram o
aumento das taxas de metastases no figado.

A forma como as células saem do tumor priméario e alcangam 6rgdos distantes é
explicada atualmente por duas hipdteses: 0 modelo de progressdo linear e 0 de progressdo
paralela. O primeiro afirma que apenas algumas células do tumor priméario sdo capazes de
sofrer todos os eventos mutacionais ou epigenéticos necessarios para desencadear metastases,

e por isso, tais células levariam muito tempo para deixar o tumor primario, caracterizando a
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metastase como um evento tardio, em que se mantém a similaridade genética entre o tumor
primario e secundario. O segundo se caracteriza pelo clone ou subclone metastatico escapar
do tumor primario precocemente e, desta forma, tanto o tumor primario quanto as células
metastaticas continuam a evoluir em paralelo, resultando em divergéncia genética substancial
entre a lesdo priméria e secundaria (TURAJLIC; SWANTON, 2016).

Outro ponto importante a considerar € uma nova classe de genes denominados genes
supressores de metastase, identificados por sua baixa expressdo em células do tumor
secundario e ndo identificadas no tumor inicial. Eles sdo definidos pela evidente habilidade
para inibir metastases sem afetar o crescimento do tumor primério. NM23 e MKK4 sdo
exemplos desta categoria de genes (PECORINO, 2012; POTEL; FASCI; HECK, 2018).
Considerando o exposto, melhor entendimento dos fatores de risco, do desenvolvimento
tumoral e dos estagios metastaticos pode propiciar o desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas, possibilitando tratamentos mais eficazes e diminuicdo do nimero de mortes.

1.2 Epidemiologia do cancer

Aproximadamente 18,1 milhdes de casos de cancer foram estimados em 2018, com
cerca de 9,6 milhdes de mortes no mundo (BRAY et al.,, 2018). Segundo a Organizagéo
Mundial de Saude, o continuo crescimento e o envelhecimento populacional afetardo de
forma significativa o impacto do cancer na saude (OMS, 2015). A perspectiva para as
préximas décadas é ainda pior, com cerca de 20 milhdes de novos casos para 2025 (INCA,
2018).

Os principais tipos de cancer que mais levam a morte no mundo sdo os de pulmao,
mama, intestino, colon e reto (ALBERTS, 2010; BRAY et al., 2018). Nos paises com maior
desenvolvimento, predominam os tipos de cancer associados a vida urbana (pulmao, prostata,
mama feminina, colon e reto), enquanto nos paises em desenvolvimento, € alta a ocorréncia
de céanceres relacionados com infecgdes (colo do Utero, estdmago, esofago, figado) (FERLAY
et al., 2015). No Brasil, a estimativa para o ano de 2019, aponta para a ocorréncia de
aproximadamente 600 mil novos casos. O cancer de pele do tipo ndo melanoma (170 mil
casos novos) € o mais incidente na populacao brasileira, seguido pelos tumores de prostata (68
mil), mama feminina (60 mil), colon e reto (33 mil), pulméo (27 mil), estdmago (20 mil) e
colo do utero (15 mil) (INCA, 2018).
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1.3 Cancer: Diagnostico e estadiamento

As neoplasias malignas constituem enfermidades com mdultiplas localizacbes e
aspectos clinico-patoldgicos variados e, muitas vezes, ndo possuem sinais patognoménicos, o
que dificulta ou atrasa o diagnostico em estagios iniciais, o tratamento e consequentemente a
cura. O diagnostico envolve multiplos passos, como exames fisicos, laboratoriais, exames de
imagens (raios-X, PET Scan, ultrassom, IRM) e bidpsia. Assim, o preciso diagnostico requer
ndo sé a identificacdo do tipo de tumor, mas também seu estadiamento, o estdgio em que se
encontra a doenga.

A importéncia da classificacdo dos canceres em estadios é baseada no fato de que as
taxas de sobrevida, sdo diferentes quando o tumor esta restrito ao 6rgao que o originou, ou
quando este j& gerou metéstase (INCA, 2016). O estadio tumoral deve refletir a taxa de
crescimento e extensdo da doenga, bem como o tipo de tumor e sua relagdo com o portador.
Assim, localizacdo, volume, histopatologia, comprometimento dos linfonodos, auséncia ou
presenca de metastases, sexo, idade do paciente sdo variaveis importantes nesta classificacéo
(BARBER; THOMAS; DIXON, 2012).

O sistema de estadiamento mais utilizado é o de classificagdo dos tumores malignos
(TNM) adotado pela unido internacional contra o cancer (UICC) a partir de 1950. No sistema
TNM, “T” refere-se ao tamanho e extensdo do tumor primario, “N” ao numero de linfonodos
proximos que tém cancer e “M” a presencga de metéstase. Quando as categorias T, N e M sdo
agrupadas, geralmente ficam distribuidas em estadios que variam de zero a IV para expressar
o nivel de avanco da doenca. No estddio “0”, chamado de carcinoma in situ, as células
anormais estdo presentes, mas nao se espalharam para o tecido préximo. Nos estadios I, 11 e
Il o céncer estd presente. Quanto maior 0 nidmero, maior o tumor e mais espalhado nos
tecidos adjacentes. Finalmente o estadio IV significa que o cancer esta presente em partes
distantes do corpo, ou seja, apresenta metastases, e constitui o estadio mais avancado da
doenca (BARBER; THOMAS; DIXON, 2012).

A determinacdo da extensdo da enfermidade e a identificagdo dos érgéos
comprometidos auxiliam na captacdo de informacdes e no entendimento em relagdo ao
comportamento biologico tumoral, prognostico, selecéo terapéutica, avaliagdo do tratamento e
na pesquisa clinica (INCA, 2016).
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1.3.1 Cancer de Mama: Epidemiologia e diagnostico

Dentre os diversos tumores malignos, o cancer de mama destaca-se como um dos
principais tipos entre as mulheres. A mais recente estatistica da OMS mostrou que ocorreram
aproximadamente 2,1 milhGes de novos casos de cancer de mama em 2018 (BRAY et al.,
2018) que corresponde a aproximadamente 25% de todos os canceres diagnosticados, em
mulheres, durante esse ano.

No Brasil, assim como em todo 0 mundo, o cancer de mama é o mais comum entre as
mulheres, atrds apenas do cancer de pele ndo melonoma, correspondendo também a cerca de
25% dos novos casos a cada ano. Segundo o INCA (2018), estima-se que em 2019 surjam
59.700 mil novos casos, com cerca de 15.000 obitos.

O diagnodstico definitivo é realizado por um médico oncologista que, para precisar 0
grau de avan¢o da doenca, utilizard exames como o fisico, clinico, mamografia, ressonancia
magnética, ultrassonografia, além de exames laboratoriais, moleculares e biopsia, este ultimo

consistindo na remocao e estudo histopatoldgico do tecido.

1.3.1.1 Anatomia e classificacGes dos canceres de mama

A mama humana € uma estrutura presente em ambos 0s sexos, sendo mais
desenvolvida nas mulheres devido a acdo de estrogénio, hormdnio sexual feminino, liberado a
partir da puberdade. O estrogénio estimula o desenvolvimento das glandulas mamarias e o
depdsito de tecido adiposo, feixes de tecido conjuntivo fibroso (ligamentos de Cooper) vao da
pele sobre a mama até a parede toracica subjacente, fornecendo uma estrutura de suporte. As
mamas localizam-se sobre a parede do térax, no tecido subcutaneo, entre a segunda e a sexta
costela e, no plano vertical, entre o0 esterno e a linha axilar média.

As glandulas mamarias femininas derivam de glandulas sudoriparas modificadas, cuja
funcgéo biologica é a amamentagéo, tém 15 a 20 lobos e cada lobo tem muitas se¢cdes menores
chamadas l6bulos. Cada Iébulo, separado dos demais pelo tecido conjuntivo denso e adiposo,
com seu préprio ducto excretor constitui-se ductos lactiferos, e podem produzir leite (Figura
02). Os ductos mamarios sdo revestidos por uma camada de células cuboides cercadas por
uma rede de células mioepiteliais suportadas pelo estroma do tecido conjuntivo, e sdo
incorporadas em uma quantidade variavel de tecido adiposo (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013; BARBER; THOMAS; DIXON, 2012). Os lobos e I6bulos sdo ligados pelos ductos e

estes desembocam no mamilo, localizado no centro de uma &rea escura da pele chamada
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auréola. Os vasos linfaticos da mama drenam a linfa principalmente para os linfonodos das
cadeias axilar e maméria interna (SOUSA, 2015).

Anatomia da mama Feminina
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Figura 02. Anatomia da mama humana. . Fonte: Instituto Nacional do Céancer (2014).

Classicamente, 0 prognostico do carcinoma de mama varia de acordo com o tamanho
tumoral, o grau de diferenciacdo histoldgica, a presenca de comprometimento axilar e o grau
de invasdo nos vasos linfaticos. Entretanto, tumores que apresentam as mesmas caracteristicas
patoldgicas classicas podem ter comportamentos distintos expressos por suas caracteristicas
moleculares. Apesar das analises histopatolégicas ja reconhecerem o cancer de mama como
uma doenca heterogénea (sobretudo o carcinoma ductal e lobular in situ ou invasivo), com
variacGes inter e intratumorais ha mais de cinquenta anos, avancos recentes em analise
molecular, genética e bioquimica mostraram uma diversidade de tumores de mama (subtipos)
muito maior (HORTON et al., 2015; HEQUET et al., 2017).

Por meio do uso de analises de microarranjos, sequenciamento de DNA, imuno-
histoquimica e hibridacdo fluorescente in situ (FISH), mapas de expressdo génica foram
identificados e cinco subtipos intrinsecos de carcinoma de mama que se correlacionam com o
progndstico foram estabelecidos: luminal A, luminal B, HER-2 negativo, luminal HER-2
positivo e triplo negativo. Esta classificacdo leva em consideracao a presenca ou auséncia e 0S
niveis de expressdo de receptores de estrogeno (RE), progesterona (RP), receptor do fator de
crescimento epidérmico humano (HER-2) e os niveis de expressdo de Ki-67, marcador
nuclear de proliferacdo celular (SERRA et al., 2014).

Foram considerados tumores de melhor progndstico os subtipos luminais A, onde RE
é positivo, HER-2 negativo, Ki-67 <14% e RP positivo com expressdao >20%; ja o triplo-
negativo, em que ha auséncia de expressdo de RE, RP e HER-2, é considerado o de pior

prognoéstico, por ndo responder a terapia especifica (SERRA et al., 2014; BARNARD;
BOEKE; TAMIMI, 2015).
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1.3.1.2 Fatores de risco para cancer de mama

Muitos fatores contribuem para aumentar o risco de cancer de mama, incluindo
historia familiar, estilo de vida e envelhecimento . Mulheres cujo historico familiar (parentes
de primeiro grau ou ascendéncia direta) apresentam casos de cancer de mama abaixo de 50
anos de idade bem como cancer de ovario em qualquer idade sdo consideradas com alto risco
para desenvolvimento de neoplasia da mama (BRASIL, 2013). Além disso, segundo a
American Cancer Society (2016), mulheres que testaram positivo para mutacGes herdadas em
genes de suscetibilidade ao cancer de ovario, como BRCA1, BRCA2 e p53 correm maior
risco, pois a inibicdo desses genes supressores de tumor comprometem 0s mecanismos de
reparo de DNA e consequentemente predispoe ao acumulo de mutacdes e a tumorogénese,
embora estes fatores herdaveis contribuam com cerca de apenas 5% entre todos os canceres
de mama em mulheres. Em relacdo ao estilo de vida, dieta rica em gordura animal,
sedentarismo, tabagismo e etilismo sdo fatores que podem aumentar as chances de se
desenvolver cancer de mama. A exposic¢do prolongada do tecido mamario aos horménios
femininos (menarca precoce, menopausa tardia, obesidade e uso de horménios) aumentam os
riscos, pois os hormoénios (estrogénio e progesterona) estimulam a proliferacdo celular,
aumentando assim a probabilidade de danos ao DNA (LIU; NGUYEN; COLDITZ, 2015).

Em relacdo a idade, devido as alteraces demograficas, a proporcdo de idosos com
cancer de mama tem aumentado constantemente em muitos paises (RADES et al., 2015).
Apesar do fato de que a maioria dos novos diagnésticos de cancer de mama ainda ocorrem em
mulheres com menos de 65 anos de idade (58%), a maioria das mortes (60%) ocorre em
mulheres com mais de 65 anos (37% em mulheres com 75 anos ou mais) (KARUTURI,
VANDERWALDE; MUSS, 2016). Nas ultimas duas décadas, o risco absoluto de morte por
cancer de mama diminuiu 15,3% para as mulheres com idade entre 50 a 64 anos, mas apenas
7,5% para as mulheres de 75 anos ou mais velhas.

Dentre as possiveis explicagdes para a maior taxa de morte em mulheres com idade
acima dos 65 anos, esta o fato de que a terapia adjuvante ndo tem sido tdo frequentemente
administrada a doentes idosas em comparagdo com as mais jovens, principalmente por causa
do viés de idade, preocupacfes com a toxicidade e os efeitos do tratamento na qualidade de
vida (KARUTURI; VANDERWALDE; MUSS, 2016). Embora o fato de receber terapia
menos agressiva possa ser apropriado em alguns casos, muitos das pacientes idosas sdo sub-
tratadas (FREEDMAN, 2015). Alguns estudos demonstram sub-representacdo de idosas

doentes em ensaios clinicos e, consequentemente, a falta de tratamentos padronizados e
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diretrizes de gestdo claras para esses pacientes (ORUCEVIC et al., 2015). Mahipal et al.
(2015) destacam que em um ensaio clinico com 16.396 pacientes, apenas 25% dos
participantes tinham 65 anos de idade ou mais.

O envelhecimento € um fendbmeno complexo que envolve defeitos no genoma,
diminui¢des na sintese de enzimas, receptores celulares e transcricdo de fatores que afetam
negativamente a capacidade da celula absorver e utilizar nutrientes e reparar defeitos no
DNA. Além disso, o declinio progressivo na atividade mitocondrial nos idosos ocasiona
mudangas importantes no metabolismo energético, favorecendo o desenvolvimento de
diversas enfermidades, incluindo-se as neoplasias (HASTY; VIJG, 2002).

De fato, o tratamento do cancer em pacientes geriatricos pode ser dificil por causa de
varios fatores, como mudancas fisiologicas e genéticas relacionadas a idade, comorbidades e
possiveis interacbes medicamentosas. Estas complexidades podem influenciar a deciséo
médica em incluir pacientes idosos com cancer em ensaios clinicos. Além disso, muitos
destes pacientes apresentam um padrdo triplo negativo para ER, PR e Her 2, tendo pior
prognostico e indicacdo de quimioterapia mais agressiva (JENKINS et al., 2014).

Por estas razdes, dados disponiveis relativos a biodistribuicdo, farmacocinética,
toxicidade e eficacia dos tratamentos contra o cancer sao, embora extremamente importantes,
ainda limitados para este grupo etario quando comparado com popula¢es mais jovens, o que
enfatiza a necessidade da realizacdo de estudos especificos para idosos.

1.3.1.3 Tratamento do cancer de mama

De modo geral, esta neoplasia maligna apresenta um bom progndstico quando
diagnosticada em fase inicial. No entanto, devido principalmente ao diagndéstico tardio da
doenca, o cancer de mama € o tipo que mais leva a 6bito na populacdo feminina brasileira
(LEE; NAN, 2012).

Os tratamentos tradicionais do cancer de mama baseiam-se principalmente em
cirurgia, quimioterapia, radioterapia e terapia hormonal. Embora estes tratamentos tenham
papel importante na area da satde, nem sempre séo eficazes no processo de cura.

A cirdrgia é a principal modalidade para tratamento e controle do cancer de mama,
mas em inUmeros casos apresenta limitacdes, por ndo ser possivel realizar a retirada total ou
parcial do tumor, além dos riscos de sequelas fisicas e emocionais pds-operatorias com
resultado estético ruim (XU et al., 2015).
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A radioterapia utiliza radia¢do ionizante, que danifica o0 material genético, e induz a
morte celular. Todavia, células dos tecidos adjacentes normais sdo afetadas por este
tratamento, levando a varios efeitos adversos indesejaveis.

A quimioterapia € o tratamento sistémico mais utilizado contra o cancer, e tem sido
crescente a sua realizacdo com dois ou mais farmacos. Os farmacos mais utilizados no
tratamento do cancer de mama metastatico sdo os taxanos (Paclitaxel) e as antraciclinas, como
a Adriamicina e Doxorrubicina. Porém, assim como a radioterapia, a inespecificidade causa
danos as ceélulas normais, uma vez que as doses elevadas necessarias para atingir o objetivo
sdo extremamente toxicas, o que limita o uso terapéutico (FENG; CHIEN, 2003).

Na terapia hormonal, os pacientes com cancer de mama positivos para receptores de
horménios ( ER +/ PR +) podem ser tratados com farmacos como o tamxifeno para diminuir
0s niveis de estrogénio ou para bloquear os efeitos do estrogénio no crescimento das células
de cancer de mama. O tratamento geralmente perdura por 05 anos e estéa relacionado com
risco aumentado de cancer do endométrio em mulheres acima de 50 anos, bem como a
eventos de trombose e embolia pulmonar (TANAKA et al., 2009).

Mais recentemente, a imunoterapia também vem sendo usada para tratamento do
cancer de mama. Este tratamento se consiste em estimular as células de defesa (os leucécitos),
a gerar ou aumentar sua resposta contra o cancer (KHALIL et al., 2016). E diferente da
quimioterapia e da radioterapia, que tem como objetivo atacar diretamente as células do
tumor. Cerca de 14% dos canceres da mama superproduzem a proteina promotora de
crescimento HER2 e varios medicamentos estdo aprovados para o tratamento deste subtipo.
Dentre estes, Trastuzumabe (Herceptina) é um anticorpo monoclonal humanizado que tem
como alvo a proteina HER2. Os resultados combinados de dois grandes estudos indicam que a
adicdo de trastuzumabe a quimioterapia padrdo para cancer de mama HER2-positivo em
estagio inicial reduz o risco de recorréncia e morte em 52% e 33%, respectivamente, em
comparagao a quimioterapia isolada. Este farmaco também é uma parte padréo do tratamento
para o cancer de mama HER2-positivo avancado (ROMOND et al., 2005; WOLFF et al.,
2013). Todavia, apesar dos promissores avangos nessa area, a imunoterapia pode apresentar
alguns efeitos adversos como, insuficiéncia cardiaca temporaria (RICCIO at et al., 2016)
além de ainda ndo poder ser aplicada em todos os subitpos de cancer de mama como o triplo
negativo.

As diversas desvantagens apresentadas pelo modelo de terapia convencional
empregado no tratamento do cancer, tém estimulado a busca de novas alternativas

terapéuticas, que atenuem os efeitos toxicos e sistémicos nos tratamentos de neoplasias que
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afetam principalmente os pacientes idosos. Dentre elas, a nanotecnologia propfe o uso de
nanoparticulas magnéeticas (NPMs), que tém sido consideradas como ferramenta inovadora e
promissora, com varias aplicacdes na area biomédica e com potencial para produzir avancos
importantes em diagnostico por imagem e na terapéutica dos tumores (DURAN et al., 2006;
(PAVON; OKAMOTO, 2007).

1.4 Nanotecnologia

A nanotecnologia € um ramo cientifico e tecnolégico multidisciplinar com aplicacdes
em inumeras areas, como nas de materiais, energia, meio ambiente e medicina (ALENCAR,;
BOCHNER; DIAS, 2014). O prefixo "nano™ vem do grego (nanos, ando), no qual um
nanémetro (1nm) corresponde & bilionésima parte de um metro (10°m). Trata-se de um
conjunto de processos que envolvem diversas técnicas, que visam a preparacao,
caracterizacdo e manipulacdo de materiais em escala nanométrica (nanomaterial), nos quais
menos um dos componentes tem dimens@es fisicas entre 1 e 100 nandmetros (nm). Isso se
deve aos efeitos quanticos que dominam as propriedades da matéria em escala nanomeétrica e,
assim, aspectos como fluorescéncia, condutividade elétrica, comportamento magnético e
reatividade quimica mudam em funcéo do tamanho da particula, podendo oferecer vantagens
em relacdo aos sistemas convencionais (GAJEWICZ et al., 2012). O ouro, por exemplo,
guando em nanoescala apresenta cores variadas, incluindo a vermelha e a roxa, diferentes do
tradicional amarelo observado em macro escala.

Avaliada em US$ 300 bilhdes, em 2011, US$ 1,6 trilhdo em 2013, a industria mundial
de nanotecnologia tende a crescer ainda mais, podendo atingir, em 2019, US$ 6 bilhGes, o
setor de maior crescimento. O Orcamento Federal Americano de 2019 disponibilizard mais de
US$ 1,4 bilhdo para a Iniciativa Nacional de Nanotecnologia (NNI) com mais de US$ 440.7
milhGes para o Instituto Nacional de Saude (National Institute of Health — NIH) para
investimento em pesquisa biomédica. Cumulativamente, o investimento do governo
americano em nanotecnologia chega a quase US$ 27 bilhdes desde o inicio do NNI, em 2001
(NATIONAL NANOTECHNOLOGY INITIATIVE, 2018).

Dessa forma, devido ao crescente investimento e descobertas, o uso da nanotecnologia
em medicina é cada vez mais valorizado, pois atua como potente ferramenta para contornar
limitacOes da area médica, abrindo novas possibilidades na terapia do cancer.

Vérias categorias de nanoestruturas podem ser utilizadas e variam em relagdo ao

tamanho, forma e material (Figura 03). As principais nanoparticulas utilizadas em
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biomedicina sdo os dendrimeros, nanocépsulas, nanoesferas, nanotubos de carbono,
lipossomos e as nanoparticulas magnéticas de oxidos de ferro (NPM) (HALEY; FRENKEL,
2008).

As NPMs baseadas em oOxidos de ferro, como magnetita (Fe;04) € maghemita (y-
Fe,O3), tém sido utilizadas para varios fins, como entrega direcionada de farmacos a locais
especificos, liberacdo controlada dos farmacos, agente para aumentar o contraste em exames
de imagens de ressonancia magnética e na hipertermia magnética para tratamento de tumores
(WU; JIANG; ROY, 2016;VERMA,; LAL; NOORDEN, 2014).

Lipossomo Nanoparticula magnética
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Figura 03. Representagdo esquematica de diferentes nanoestruturas (adaptado de RAMOS-CABRER,;
CAMPOS, 2013; SUN; LEE; ZHANG, 2008).

Contudo, para a aplicabilidade de NPMs na area biomédica é necessario que as
mesmas sejam biocompativeis e estaveis no meio fisiolégico, o0 que requer que sua superficie
seja modificada com compostos biologicamente ativos. Essa cobertura das NPMs permite o
transporte da mesma, com ou sem agentes terapéuticos, para as células alvo especificas,
evitando a concentracdo de agentes citotoxicos em tecidos ndo-alvo durante o processo de
entrega (CALERO et al., 2015).

As diversas coberturas das NPMs podem levar a diferencas na interiorizacdo pelas
células, bem como na sua nanotoxicidade (ESTEVANATO et al., 2012). Corroborando com a
afirmacéo supracitada, Calero et al. (2015) afirmaram que fatores como o tamanho, forma e
carga da superficie das nanoparticulas (NPs) podem determinar a sua interiorizacdo e
distribuicdo celular e, assim, o seu desempenho eficaz. Existem varios materiais para a

producédo das nanoparticulas magnéticas, sendo mais comuns os baseados em 6xidos de ferro.
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As particulas com caracteristicas superparamagnéticas, como é o caso da magnetita e
da maghemita, apresentam a vantagem de se tornarem magnetizadas na presenca de um
campo magnético e desmagnetizadas logo apds a retirada do mesmo (HERVAULT et al.,
2016). Esta propriedade permite a utilizacdo eficaz das NPMs para fins terapéuticos
anticancer.

Quando as NPMs séo dispersas em um solvente carreador e funcionalizadas com uma
camada molecular estabilizadora (como dextrana, acido dimercaptosuccinico ou citrato),
adquirem a caracteristica de fluido magnético (FM) (KANDASAMY et al., 2018). Em um
FM, a interacdo das NPMs com o solvente permite que toda a solucdo coloidal responda ao
campo magnético (LAURENT et al., 2011).

Os fluidos magnéticos constituidos por NPMs recobertas com citrato (NpCit) exibem
caracteristicas desejaveis de biocompatibilidade e estabilidade (ESTEVANATO et al., 2012).
Brugin (2007) demonstrou que a viabilidade de células peritoneais de camundongos néo foi
alterada quando os animais foram tratados com FM, composto por nanoparticulas de
maghemita, recobertas com citrato. Neste mesmo trabalho, usando o teste de microndcleo, foi
demonstrado que esse FM ndo induz efeito genotdxico aos eritrocitos da medula.
Corroborando com os estudos supracitados, Bonadio (2014) demonstrou que o NpCit
permanece estavel durante o periodo de 360 dias, em diferentes concentracdes e temperaturas,
sem efeito citotdxico e a porcentagem total de metilacdo do DNA ndo foi significativamente
alterada (BONADIO et al., 2017) revelando, portanto, potencial para aplicacdes biomédicas.

De fato a possivel toxicidade de NPMs para 0s seres humanos e 0 meio ambiente
tornou-se uma questéo de prioridade absoluta em nanomedicina (CALERO et al., 2015). Kaur
et al. (2016) destacam que, embora o uso de NPMs para fins terapéuticos, como a hipertermia,
tenha sido anunciado como um avango biomédico importante, as preocupacdes com sua
biocompatibilidade precisam ser abordadas individualmente para cada formulacdo e
administracdo, especialmente em organismos idosos. Por isso, sdo fundamentais os estudos
que objetivam conhecer a dinamica destas nanoestruturas, revisar aspectos relevantes sobre a
constituicdo das mesmas, bem como avaliar seus possiveis efeitos adversos no organismo dos
seres vivos. Nesse sentido, por ser componente fundamental das NPMs, o ferro, seu

metabolismo, sua biodistribuicdo e possivel toxicidade sdo objetos de revisdo deste trabalho.

1.4.1 Biodistribuicdo, metabolismo do ferro e suas aplicacdes em Nanomedicina
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Por ser extremamente reativo, o mineral ferro estd envolvido em diversos processos
organicos importantes, como mecanismos celulares oxidativos, imunidade inata, replicagéo,
reparo e traducdo do DNA. De fato, numerosas enzimas atuantes nestes processos dependem
do ferro. Além disso, participa na formacdo de diversas proteinas como mioglobina,
citocromo ¢ e é componente fundamental da hemoglobina (Hb) dos eritrdcitos (DIEZ,;
ALLENDE; GARCIA, 2016).

A atividade biologica do ferro reside em grande parte em suas eficientes propriedades
de transferéncia de elétrons, permitindo que ele aceite ou doe elétrons enquanto alterna entre
seu estado bivalente ferroso (Fe2 +) e o trivalente férrico (Fe3 +), funcionando como cofator
catalisador em varias reagdes bioquimicas (CRIELAARD; LAMMERS; RIVELLA, 2017).

A deficiéncia de ferro implica em diversos prejuizos ao organismo, sendo a anemia a
manifestacdo clinica mais importante. Em contrapartida, seu excesso € extremamente nocivo,
uma vez que o ferro produz espécies reativas de oxigénio (EROs), que podem danificar
estruturas lipidicas, proteinas e 0 DNA, gerando lesbes teciduais graves, além de mutacdes
(GROTTO, 2008; JASMIN et al., 2017). O ferro em excesso deposita-se gradativamente em
varios 6rgdos, principalmente no figado e baco (CANCADO, 2007).

A aquisicdo de ferro pelo organismo ocorre basicamente por meio de duas formas, a
dieta alimentar e a reciclagem de hemécias senescentes. O ferro oriundo da alimentacdo é

+++

absorvido na forma inorgénica, principalmente em ions férricos (Fe™ ), fornecida por
vegetais e cereais, ou na forma heme, proveniente da quebra da hemoglobina e mioglobina
contidas principalmente na carne vermelha (GROTTO, 2010).

No organismo, o ferro esta ligado principalmente a molécula de Hb e, dessa forma, a
reciclagem a partir da fagocitose e degradacao dos eritrdcitos senescentes, constitui uma fonte
fundamental de ferro. Macréfagos do baco, da medula 6ssea e células de Kupffer no figado,
reconhecem modificacbes bioguimicas na membrana das hemaécias senescentes e as
fagocitam. O produto dessa reciclagem sdo CO, ferro e bilirrubina, além de outras proteinas
constituintes das hemacias. O ferro dos macréfagos podera ser armazenado ou exportado para
outros tecidos (SIGNORINI; SIGNORINI, 2015).

Proteinas como a transportadora de metal divalente (DMT-1), ferroportina (FPT),
proteina transportadora do heme-1 (HCP1), proteina da hemocromatose (HFE), enzima
ferroredutase ou Dcytb, transferrina (Tf), proteinas reguladoras do ferro (IRP), o hormonio
hepcidina, dentre outras, desempenham papéis fundamentais no metabolismo e regulagdo do
equilibrio do ferro, tanto a nivel celular quanto a nivel sisttmico (DIEZ; ALLENDE;

GARCIA, 2016).
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O metabolismo do ferro a nivel celular pode ser dividido em trés processos: entrada,
utilizacdo e sua efluéncia (Figura 04). Existem vias gerais pelas quais as células individuais
absorvem o ferro. Apds sofrer reducdo pela enzima ferroredutase ou Dcytb, o Fe™™"
inorganico proveniente da dieta e ndo associado a transferrina (NTBI) € captado e convertido
em (Fe™™) pela enzima transportadora de metal divalente (DMT-1), receptor transmembrana
dos enterdcitos, sendo armazenado na forma de ferritina (CRIELAARD; LAMMERS;

RIVELLA, 2017).
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Figura 04. Metabolismo celular do ferro (adaptado de TORTI; TORTI, 2013).

Recentemente foi demonstrado que existem proteinas prions na superficie de células
nervosas com capacidade de reducdo de ferro que ajudam na captacdo celular de NTBI no
cérebro (TRIPATHI et al., 2015). Demonstrou-se também que outras proteinas, como as dos
tipos Zrt e Irt 14 ou 18 (ZIP14 e ZIP 18), tém papel importante no acimulo tecidual de ferro
NTBI (CRIELAARD; LAMMERS; RIVELLA, 2017).

O ferro originario do grupo heme (ferro + anel de protoporfirina) é absorvido no
intestino, figado, bago e rins pela proteina transportadora de heme-1 (HCP1). Em situacdes de
caréncia de ferro, a HCP1 se redistribui do citoplasma para a membrana plasmatica das
células duodenais para absorver mais heme. Em contrapartida, em condicGes de excesso, a
redistribuicdo se faz da membrana para o citoplasma. No citoplasma, o grupo heme ¢ liberado
da protoporfirina pela hemeoxigenase e, juntamente com Fe™, é armazenado na forma de
ferritina e hemossiderina. Nas células reticulosendoteliais das do figado, baco e medula 6ssea,

uma porcdo serd utilizada pela mitocondria para sintese de heme e cluster Fe-S e outra sera
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exportada pela ferroportina (FPT), proteina transmembrana responsavel pela saida de ferro
dos enterocitos, macréfagos e hepatécitos para o plasma. Ao ser liberado, a enzima hefaestina
converte o Fe™" em Fe™ que é captado pela transferrina (Tf), outra forma como o ferro é
transportado no plasma (GROTTO, 2008).

Dessa forma, a Tf solubiliza, minimiza a reatividade do ferro, bem como facilita sua
liberacdo para as células, sendo responsavel por uma boa parte do ferro entregue & medula
Ossea para a eritropoiese. A liberacdo do ferro ligado a Tf ocorre quando este se liga ao
receptor transferrina (TfR) presente na superficie da maioria das células, e facilitada pelo pH
fisiologico. O complexo transferrina-TfR € interiorizado via endocitose, mediada pela

+++ 2

proteina clatrina, e o Fe"" é liberado da transferrina em consequéncia da diminui¢do do pH
para 55 dentro da vesicula. Subsequentemente, TFR1 e apotransferrina (transferrina sem
ferro), que permanecem associadas neste pH baixo, sdo recicladas de volta para a superficie
celular, onde o pH é 7,4, e a apotransferrina é assim liberada do complexo (CRIELAARD;
LAMMERS; RIVELLA, 2017).

Sistemicamente, o metabolismo de ions de ferro, envolve assimilacdo pelo epitélio
duodenal superior, que apresenta vilosidades que aumentam a absorcédo, favorecida pelo pH
do intestino e agentes solubilizantes como aglcares. O hormonio hepcidina realiza um papel
fundamental por desempenhar a comunicagédo entre os locais de reciclagem, armazenamento e
utilizacdo do ferro, distantes uns dos outros. A hepcidina regula o fluxo sistémico de ferro
modulando os niveis de FPT (Figura 05). Através da ligacdo direta ao dominio extracelular da
FPT, a hepcidina induz a endocitose e a degradacdo desta proteina transmembranar, evitando
deste modo, a saida de ferro da célula. A expressdo de hepcidina é regulada, por sua vez,
pelos niveis de ferro no organismo, onde a sobrecarga deste induz sua expressdo, enquanto
gue anemia ou hipoxemia reduzem-na (CRIELAARD; LAMMERS; RIVELLA, 2017). Néo
havendo mecanismo de excrecao especifico, a perda de ferro ocorre por secre¢des corporeas,
descamacdo de células intestinais e epidérmicas e por sangramento hemorragico
(SIGNORINI, 2015).
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Figura 05. Metabolismo sistémico do ferro (adaptado de CRIELAARD; LAMMERS; RIVELLA,
2017).

A maioria das NPMs introduzidas na corrente sanguinea é geralmente submetida a
opsonizacao, seguida de reconhecimento e captacdo subsequente por macrdéfagos residentes
nos 6rgdos do sistema fagocitico mononuclear (FENG et al., 2018).

A captacdo celular de NPMs baseadas em Oxidos de ferro, como magnetita e
maghemita, inclui vias endociticas, como pinocitose, clatrina ou envolvimento de caveolina, e
interiorizacdo independente de clatrina / caveolina. Diferentes vias endociticas podem estar
correlacionadas com a velocidade de captacdo celular e citotoxicidade nas células, sendo as
propriedades fisico-quimicas e a reatividade superficial das NPMs essenciais na determinacao
da via de endocitose (SAHAY; ALAKHOVA; KABANOV, 2010). Chaves et al. (2010)
demonstraram que nanoparticulas de maghemita recobertas com citrato de rédio (MRC)
foram englobadas pela via de endocitose dependente de clatrina. Segundo Feng et al. (2018), a
eliminacdo das NPMs é dependente principalmente do tamanho hidrodindmico. Tem sido
relatado que NPMs maiores que 100nm de diametro séo rapidamente aprisionadas no figado e
baco atraves da fagocitose de macrdfagos, enquanto que as NPMs com diametro menor que
10 nm provavelmente sdo eliminadas por meio da depuracado renal.

Nas neoplasias, o ferro pode acelerar a iniciagdo do tumor aumentando a formacéo de
radicais livres, bem como funcionar como um nutriente que promove a proliferacdo de células
tumorais. Estudos evidenciaram que as proteinas envolvidas no metabolismo do ferro podem
adquirir outras funcdes, contribuindo para a malignidade. Foi demonstrado que a absorcéo de
ferro pelas células tumorais, sofre mudancas importantes, como a superexpressdo de TRf1,

observada em leucemia, linfoma, cancer de pulméo e de mama e a repressdo de FPT em
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cancer de mama, associados com um pior prognostico. Dessa forma, células cancerosas
desregulam o metabolismo do ferro por aumentar a sua captacdo, armazenamento e
diminuicdo do efluxo intracelular (TORTI; TORTI, 2013). Pinnix et al. (2010) demonstraram
uma relacdo inversa entre a expressao da ferroportina e a progressdo do cancer de mama in
vitro, in vivo e em coortes de quatro pacientes. Calzolari et al. (2010) mostraram que TfR2 é
altamente expressa em linhagens celulares de glioblastoma. No entanto, o estresse oxidativo
intracelular adicional que é acompanhado pela maior presenca de ferro, causado pela
administracdo de NPMs, por exemplo, também poderia tornar as células cancerosas sensiveis
a ferroptose, uma forma recentemente descrita de morte celular ndo apoptética dependente de
ferro (JIANG et al., 2015).

Devido as suas propriedades, derivados do ferro, NPMs tém sido utilizados na
nanobiotecnologia, para diversos propositos conforme ja mencionado. Dentre suas vantagens
em relagdo a outros metais destacam-se a biocompatibilidade, estabilidade,
biodegradabilidade e possibilidade de estratégias passivas e ativas para a entrega de farmacos
sitio-especificos. Além disso, a capacidade das NPMs em gerar calor quando submetidas a um
campo magnético alternado externo (ALEXIOU et al.,, 2007), viabiliza o uso da
magnetohipertermia como agente terapéutico (COLE; YANG; DAVID, 2011), ferramenta
investigada na segunda etapa deste estudo.

1.4.2 Magnetohipertermia como agente terapéutico

Existem basicamente duas modalidades distintas de uso de calor ou aumento de
temperatura, como agente terapéutico contra cancer. A primeira, a termoablacdo, utiliza
temperaturas superiores a 50 graus e, portanto, letais as células. A segunda se refere a
hipertermia, que consiste no uso de temperaturas entre 41 a 50 graus, mais branda que a
anterior, mas ainda assim eficaz na inducdo de morte celular. Dentre os diversos métodos
usados para se conseguir a hipertermia, a hipertermia magnética ou magnetohipertermia
(MHT) (Figura 06).vem se destacando pelos excelentes resultados obtidos em estudos pré-
clinicos e clinicos (KAUR et al., 2016)

A MHT ¢ a elevacdo da temperatura obtida pela exposicdo das NPMs a um campo
magnético alternado (CMA) (CHATTERJEE; DIAGARADJANE; KRISHNAN, 2012),
condicdo em que as NPMs geram calor atraves das perdas de relaxacdo de Néel e Brown
(HERVAULT etal., 2016).
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Na MHT, os efeitos ndo dependem do estdgio do ciclo celular e 0 método conduz a
morte das células tumorais, sem afetar, ou afetando minimamente, as células normais
circunvizinhas (PRASAD et al., 2007; CANDIDO et al., 2014). Kaur et al. (2016) afirmaram
que os alvos da terapia térmica abrangem uma variedade de proteinas, incluindo estruturas
citoesqueléticas, componentes da membrana plasmatica, enzimas intracelulares, moléculas de
transducdo de sinal, proteinas de choque térmico e proteinas associadas ao reparo do DNA,
apoptose e necrose. Além disso, a MHT causa melhoria sustentada no fluxo sanguineo nos
tumores (e ndo nos tecidos normais), resultando em aumento da perfusdo, oxigenacédo e
entrega de quimioterapicos ao ndcleo hipdxico, geralmente resistente as radiacdes ionizantes.
As células que residem neste nlcleo hipoxico tumoral também tendem a ser mais aciddticas,
caracteristica que as tornam mais sensiveis ao dano térmico. KOSSATZ et al. (2015)
demonstraram que a hipertermia magnética mediada com NPMs funcionalizadas com
doxorrubicina no tratamento do céncer de mama reduziu significativamente o volume

tumoral em camundongos nudes.
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Figura 06. Diagrama esquematico do tratamento de hipertermia (adaptado de SOHAIL et al., 2017).
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Além de todas os beneficios oriundos da utilizacio da MHT, a administracao
combinada com novos farmacos, como o Selol nanoencapsulado (NcSel), uma nanoestrutura
rica no antioxidante selol, tem potencial para aumentar ainda mais a eficacia destas

nanoestruturas na terapia anticancer (SOUSA, 2015).

1.4.3 Selénio, Selol e Nanocapsulas de Selol

O mineral selénio (Se), componente das selenoproteinas (proteinas com aminoacido
selenocisteina), como a glutationa peroxidases (GPxs) e tiorredoxina redutases (TrxRs), tem
papel importante como antioxidante celular, protegendo o DNA e outros componentes
celulares contra o dano oxidativo causado pelas EROs, além de ser essencial para o
funcionamento do sistema imunoldgico (DOMINIAK et al., 2017).

A deficiéncia de selénio pode comprometer a homeostase tecidual bem como
comprometer a ativacdo, diferenciacdo e proliferacdo das células imune (HUANG; ROSE;
HOFFMAN, 2012). Apesar de sua importancia para o organismo, o selénio é absolutamente
toxico em grandes quantidades. A suplementacdo a base de selénio tem causado severos
efeitos adversos limitando seu uso na aplicacdo clinica (GAROUSI, 2015).

Letavayova et al. (2008) demonstraram que doadores inorganicos de Se, como 0
selenito de sodio, podem ser mais tdxicos e menos eficazes na absor¢do intestinal do que
espécies de Se organico. Por outro lado, alguns doadores organicos de Se, selenocisteina e
selenometionina, podem incorporar-se de forma ndo especifica a proteinas como
hemoglobina, levando a mudancas estruturais (conformacionais) seguidas de distdrbios
(SCHRAUZER, 2003). Preocupacdes sobre a seguranca e eficacia terapéutica do selénio
parecem ser substanciadas, com grande necessidade de se encontrar novos compostos
doadores / transportadores de selénio.

Neste contexto, tem sido mostrado que o Selol, um composto organico sintetizado a
partir de selenitotriglicerideos de oOleo de girassol, € uma otima fonte doadora de selénio
(SLUSARCZYK et al., 2014). Sendo um farmaco organico, tem revelado menor potencial de
toxicidade do que o selenito de sédio, um composto inorganico de Se (IV) (SOCHACKA et
al., 2014), exibindo atividade quimiopreventiva e anticancerigena (FALQUEIRO et al., 2011).
Além de seu papel como antioxidante e agente de prevengdo do cancer, o selénio também
exibe propriedades anticancerigenas. Sua administragdo juntamente com quimioterapicos ou
radiacdo pode aumentar a eficicia do tratamento antineoplasico, onde o Se age como um pro-

oxidante ao invés de um antioxidante, induzindo a apoptose por meio de estresse oxidativo.
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Sochacka et al. (2014) demonstraram que o Selol 5% administrado in vivo atua como um
inibidor da atividade da tiorredoxina redutase e induz a elevagéo do estresse oxidativo durante
sua suplementacdo em longo prazo no plasma e nos eritrocitos, o que pode ser importante na
terapia antineoplasica.

Suchocki et al. (2007) mostraram que o Selol sensibilizou células leucémicas
resistentes a quimioterapicos, indicando que este composto poderia ser utilizado como agente
quimiossensibilizador no tratamento do cancer. Estevanato et al. (2012) evidenciaram que
células do adenocarcinoma mamario foram mais afetadas por nanocapsulas magnéticas
contendo Selol do que células de mama normais, na auséncia ou presenca de campo
magnético alternado. Dominiak et al. (2017) demonstraram que o Selol ndo revela potencial
mutagénico, é amplamente distribuido no organismo e com capacidade de atravessar a
barreira hematoencefalica, além de ser rapidamente reabsorvido pelo sistema digestivo e
completamente eliminado do organismo 24 h ap6s sua administracdo, evitando, portanto,
acumulacdo e efeitos toxicos.

De Souza et al. (2014) desenvolveram nanocapsulas de Selol capazes de manter a sua
atividade contra células de adenocarcinoma de pulméo, exibindo toxicidade reduzida para as
células ndo tumorais in vitro, e demonstrando, assim, potencial adequado para o tratamento de
cancer de pulméo.

Em organismos mais velhos, onde alteracGes genéticas e imunoldgicas acumuladas ao
longo da vida favorecem a progressdo de tumores, alternativas como as apresentadas
representam esperanca de melhor eficacia terapéutica no tratamento do cancer de mama.
Apesar disso, poucos estudos envolvendo nanocompostos em idosos portadores de cancer tém
sido realizados. Entre estes poucos trabalhos, Hurria et al. (2015) avaliaram diferencas
relacionadas a idade na toxicidade e farmacocinética de nanoparticulas contendo Paclitaxel
ligadas a albumina, em 40 pacientes entre 31 e 80 anos de idade. O estudo demonstrou que a
concentracdo de nanoparticulas aumentou no sangue com a idade, embora ndo tenha ocorrido
diferenca significativa na toxicidade, entre idosos e jovens.

Novos estudos devem ser realizados para avaliar os efeitos bioldgicos de
nanoestruturas em organismos idosos. Em consonancia, este trabalho objetiva avaliar a
biocompatibilidade e a biodistribuicdo de nanoparticulas magnéticas recobertas por citrato
(NpCit), em camundongos Swiss fémeas idosas e jovens, ndo portadores de tumor. Além
disso, testar a eficacia da magnetohipertermia mediada pela NpCit associada a quimioterapia

com nanocapsulas contendo Selol (NcSel), no tratamento do tumor de mama induzido por
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células de Ehrlich em camundongos fémeas albinos Swiss, com idade avancada (de 12 a 16
meses).

O tumor de Ehrlich é descrito como um adenocarcinoma mamario murino espontaneo
de camundongos fémeas, com capacidade de crescer em linhagens como Swiss e Balb/c, de
forma rédpida e com comportamento agressivo. Possibilita o estabelecimento de modelo de
tumor transplantavel sob a forma ascitica, quando inoculado intraperitonealmente, ou na
forma sélida, quando inoculado subcutanea ou intramuscularmente (OZASLAN, et al., 2011)
e, desta maneira, avaliar as atividades antitumorais de varios farmacos naturais e sintéticos
(PATRA et al., 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

A elevada e crescente taxa de incidéncia de cancer de mama, sobretudo em mulheres
idosas, e a incapacidade das terapias convencionais em curar todos os tipos de cancer aliada a
agressividade e a toxicidade das mesmas, tém estimulado a busca por novas alternativas que
objetivam diminuir os efeitos adversos e aumentar a eficicia terapéutica. Nesse contexto, as
terapias nanotecnologicas, especialmente quando combinadas, tém sido reportadas como uma
alternativa interessante. E notdério o escasso conhecimento a respeito dos efeitos das
estratégias nanobiotecnoldgicas em organismos idosos, 0 que evidencia a necessidade de
pesquisa que investigue aspectos da biocompatibilidade e biodistribuicdo de NPMs em
animais idosos e também a eficacia da MHT combinada com quimioterapia, no tratamento do
tumor de mama em camundongos fémeas idosas. Esses dados aliados ao pioneirismo desse

estudo justificam a realizago desta pesquisa.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a toxicidade e biodistribuicdo de nanoparticulas magnéticas recobertas por
citrato (NpCit) e sua eficadcia na magnetohipertermia, combinada ou ndo com
quimioterapia por nanocépsulas de Selol (NcSel), para tratamento do tumor de
Ehrlich implantado em camundongos fémeas Swiss idosas.

3.2 Especificos

Avaliar a estabilidade coloidal da amostra NpCit;

Avaliar, em camundongos fémeas jovens e idosas, a biocompatibilidade do NpCit,
por meio de analises histoldgica, hematoldgica, bioquimica, imunoldgica,
observacdes de peso e comportamento dos animais ao longo do tratamento;

Analisar a biodistribuicdo da NpCit em camundongos fémeas jovens e idosas, ndo
portadores de tumor, por meio de espectrometria Optica e analise histoldgica;

Avaliar os efeitos da magnetohipertermia e/ou da quimioterapia sobre tumor de mama
induzido ortotopicamente por células de Ehrlich, em camundongos fémeas idosas, por
meio de observacdes clinicas, mensuragdes do tumor e de andlises histolégica,
hematoldgica, bioquimica e imunologica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Nanoparticulas magnéticas recobertas com citrato

Foram sintetizados dois lotes de FM com NPMs de maghemita (y—Fe203) recobertas
com citrato, denominados NpCit. O primeiro lote foi sintetizado e gentilmente cedido pela
profa. Dra. Emilia Celma de Oliveira Lima, da UFG e o segundo lote, pelo prof. Marcelo
Henrique Sousa, do Instituto de Quimica (IQ) da Universidade de Brasilia (UnB). Usando
protocolo de sintese ja descrito na literatura, ligeiramente modificado (SHRESTHA et al.,
2016), 50 mL de uma solucéo aquosa contendo 50 mmol de FeCl,, 25 mmol de FeCls e 20
mmol de HCI foram vertidos em 250 mL de NH4,OH 1 mol / L, sob agitacdo vigorosa a ~ 25°
C. Apobs 30 min, o precipitado formado (Fe3O,4) foi separado magneticamente e lavado com
agua varias vezes até a solucdo atingir o pH neutro. Em seguida, o pH foi ajustado para cerca
de 4 com solucdo de HCI, e a magnetita produzida foi oxidada para maghemita usando fluxo
de gas oxigénio, mantendo a suspensao a 80°C por 4 h. Para preparar as NPs cobertas com
citrato (NpCit), a maghemita preparada foi tratada com citrato trissédico (razdo molar de
citrato: ferro = 1: 10) a 80°C por 30 min. O precipitado obtido foi recolhido magneticamente,
lavado duas vezes com acetona (excesso de acetona evaporada), ressuspenso em agua, pH
ajustado a ~ 7,0.

As formas e dispersibilidades de tamanho das nanoparticulas foram obtidas por
microscopia eletrénica de transmissdo (MET) (Jeol JEM-1011). Para este propdésito, a amostra
FM foi diluida (1: 100) em &gua deionizada purificada em um sistema Milli-Q® (Millipore
Corporation®) antes da deposicao em grades revestidas com carbono. A estabilidade coloidal
da NpCit foi monitorada por meio de caracteristicas como indice de polidispersdo (IPD),
potencial zeta e tamanho hidrodindmico em funcdo do pH usando um Zetasizer NanoZS
(Malvern). As medidas foram realizadas em triplicata, a 25°C, com angulo de deteccgéo fixo de
173°C e comparadas as medidas realizadas anteriormente (NEVES et al, 2017; BONADIO et
al, 2017). Através de Difratometria de raios-X (DRX) foram feitas analises do pd das
amostras secas em um difratbmetro Miniflex 600 (Rigaku) com intervalo de 20° a 70°,
utilizando radiacdo Cu-Ka e operando a 40 kV e 30 mA.
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4.1.1 Aquecimento dos fluidos magnéticos submetidos ao campo magnético alternado

Para verificar o aquecimento da NpCit submetidas a um campo magnético de
frequéncia alternada (CMA) na etapa 02, uma aliquota de 110 ul foram colocadas em
microtubos e estes foram posicionados no centro da bobina do equipamento que gera CMA
(nanoTherics magneTherm ™). Assim, o Capacitor e a (bobina) B2 17, na frequéncia de 330
kHz, 32 V e 7,8 A foram usados para se estudar o perfil de aquecimento da NpCit, adaptado
de Sousa, (2015). Uma camera infravermelha (FLIR SySTEMS®, Flir Infracam SD 2008,

ENGLISH (EN) foi usada para registrar as temperaturas das amostras.

4.2 Nanocapsulas de Selol

As nanocépsulas de PLGA contendo Selol, denominadas NcSel, amostra utilizada para
a quimioterapia neste trabalho, é constituida por acido poli lactico-co-glicdlico (PLGA),
contendo 10 mg/mL de Selol 5%, o que equivale a 500 ug de selénio. NcSel foi desenvolvida
com o apoio da Dra. Jaqueline R. Silva, do grupo de Nanobiotecnologia, Instituto de Biologia
da Universidade de Brasilia (UnB). O Selol utilizado foi sintetizado e patenteado pelos
departamentos de Andlise de Farmacos e de Quimica Farmacéutica, da Universidade de
Medicina de Varsdvia, Polénia, e gentilmente cedido para este estudo.

A preparacdo do NcSel foi feita por deposicdo interfacial do polimero e evaporagdo de
solvente. Para este fim, foram sucessivamente dissolvidos acido poli lactico-co-glicélico
(PLGA) 0,150 g em 6 mL de acetona; Epikuron (fosfatidilcolina de soja) 0,150g em solu¢édo
de 2 mL de metanol e acetona; 0,150 g de Polaxamer 407 em tamp&o fosfato 0,1M pH 7,4 em
4,5 mL. Em seguida, 100 mg de 6leo de soja e 100 mg de Selol foram misturados com 6 mL
de acetona. Apos a total dissolucdo de cada constituinte, foi misturado sob agitacdo, 0 PLGA
e 0 Epikuron (SOUSA, 2015).

O diametro hidrodindmico (DH), o indice de polidispersdo (Pdl) e o potencial zeta
(Zp) foram determinados por dispersdo de luz dindmica e disperséo de luz eletroforética em
Zetasizer Nano ZS® (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido; laser 633 nm). Em temperatura
de 25°C e o angulo de leitura foi fixado em 173°. Leitura realizada em triplicata. A
caracterizagdo da forma e da morfologia do NcSel foi investigada em microscopio eletrdnico
de varredura (MEV) (JEOL JSM 7001-F® Japéo) (De SOUZA et al., 2014).
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4.3 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas idosas, ndo isogénicas da linhagem Swiss,
entre 12 a 16 meses e massa corporal de 40g + 5g e camundongas jovens entre 03 a 04 meses
da mesma linhagem com o peso de 30+5g. Inicialmente estes animais foram mantidos em
quarentena no alojamento de animais do Departamento de Genética e Morfologia (GEM) do
Instituto de Ciéncias Biologicas (IB) da UnB, sendo posteriormente relocados para estantes
ventiladas permanentes, mantidos em mini-isoladores, com maravalha, sob condi¢fes de
controle de temperatura, 22°C + 2 com ciclo de claro-escuro de 12 horas, recebendo agua
filtrada e racdo balanceada ad libitum até atingirem a idade para o experimento.

Todos os procedimentos que foram realizados para anestesia e eutanasia dos animais
estdo em acordo com os métodos recomendados pelo Comité de Etica no Uso Animal -
CEUA n°.17672/2016 (ver anexo 1). O tamanho amostral foi baseado levando-se em
consideracdo a proposta de Gontijo e Tice (2003) que estabelece a utilizacdo de 6-10 animais
por grupo para ndo invalidar o experimento em caso de morbidade ou mortalidade. Apesar da
probabilidade de ocorréncia destes eventos seja menor em ambiente controlado, animais

idosos tém maior risco de mortalidade e, dessa forma, foram utilizados 07 animais por grupo.

4.4 Etapas do Estudo

O estudo foi dividido em 02 etapas. Na primeira, um total de 54 animais Swiss fémeas
(14 a 16 meses de idade) foram utilizados em 08 grupos(Quadro 01). Uma Unica injecdo de
NpCit foi administrada por via intraperitoneal nos animais. A solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS) foi utilizada ( detalhada em 4.4.1) nos grupos controle idosos (IC) e jovens (JC)
(n = 09). O material bioldgico foi coletado aos 1, 7 e 28 dias ap6s a injecdo de NpCit. Grupos
administrados com NpCit foram constituidos por camundogos fémeas idosas (n = 07)
denominados IN1, IN7, IN28 e jovens (n = 05), denominados JN1, JN7 e JN28. Comparacdes
de dados obtidos dos grupos administrados com NpCit e controles correspondentes, assim
como das idosas e dos grupos jovens correspondentes, foram realizadas. A verificagédo da
influéncia da idade e da administracdo da NpCit nos aspectos de biodistribuicdo e
biocompatibilidade foram avaliados.



41

Quadro 01- Etapa 1. Biodistribuicdo e Biocompatibilidade

Especificacdo dos grupos experimentais Sigla Qtd de animais

Etapa 01 Testes de biocompatibilidade e
biodistribuicéo de NpCit

Animais idosos administrados com PBS (150 pL) IC 09
Animais jovens administrados com PBS (150 pL) JC 09
Animais idosos administrados com NpCit (150 pL ). | IN1 07
Coleta 01 dia

Animais jovens administrados com NpCit (150 pL). | JN1 05
Coleta 01 dia

Animais idosos administrados com NpCit (150 pL). | IN7 07

Coleta 07 dias

Animais jovens administrados com NpCit (150 pL). | JN7 05
Coleta 07 dias

Animais idosos administrados com NpCit (150 pL). | IN28 07
Coleta 28 dias

Animais jovens administrados com NpCit (150 pL). | IN28 05
Coleta 28 dias

Obs. 1 - As coletas (6rgdos e sangue) para os testes de toxicidade e biodistribuicdo foram
feitas 1, 7 e 28 dias apds a administracdo da amostra NpCit nos animais sem tumor.

Obs. 2 — Os animais idosos tém entre 14 e 16 meses (IC, IN1, IN7 e IN28) e os jovens entre
03 e 04 meses (JC, JN1, JN7 e IN28).

A segunda etapa avaliou a eficacia do tratamento da magnetohipertermia com NpCit
associada ou ndo a quimioterapia com NcSel, em camundongos Swiss idosas, com idade entre
12 a 14 meses, portadoras de tumores sélidos induzidos na mama(Quadro 02). Um total de 77
camundongos albinos fémeas foram divididos em 11 grupos (n = 07 animais por grupo).

Um grupo com tumor sem tratamento foi usado como controle tumoral (CT) , outro
grupo sem tumor (CS) usado como controle de referéncia. Os demais grupos foram tratados
por duas semanas e receberam 05 ou 06 injecdes de nanoestruturas ou PBS em dias
alternados, de acordo com o grupo (detalhado em 4.4.2 e 4.5). A NpCit foi administrada
intratumoralmente, enquanto a NcSel e o Taxol®, intraperitonealmente. Os grupos MHT,
MHTNC e SMHTNC foram submetidos a 12 se¢fes de magnetohipertermia com duracdo de
30 minutos cada. O grupo PTX recebeu Taxol® na dose de 10 mg / kg de peso corporal a
cada quatro dias no total de 04 doses (CHOUDHURY et al., 2017).



Quadro 02- Grupos Experimentais

Especificacdo dos grupos experimentais

Sigla

Qtd de animais

Etapa 02. Testes de eficcia de tratamento tumoral
em camundongos fémeas Swiss idosas

Animais com tumor néo tratados, PBS (300 pL),
administrado por 02 semanas. Coleta realizada 01
semana apds as administracdes.

CT

07

Animais sem tumor e sem tratamento, PBS (300 pL),
administrado por 02 semanas. Coleta realizada 01
semana apds as administracdes.

CS

07

Animais com tumor tratados com NpCit (300 pL) por
02 semanas. Coleta 01 semana ap0s o tratamento.

NP

07

Animais com tumor tratados com NcSel (600 pL) por
02 semanas. Coleta 01 semana apés fim do tratamento

NC

07

Animais com tumor tratados com MHT (NpCit, 300
puL + CMA), por 02 semanas (06 sessdes). Coleta 01
semana apés fim do tratamento.

MHT

07

Animais com tumor tratados com MHT (NpCit, 300
puL + CMA) + NcSel (600 pL), por 02 semanas (06
sessOes). Coleta 01 semana apds fim do tratamento.

MHTNC

07

Animais com tumor tratados com NpCit, 300 yL +
NcSel (600 pL), por 02 semanas (06 administragdes).
Coleta 01 semana apds fim do tratamento.

NPNC

07

Animais com tumor tratados com paclitaxel
(Taxol®), por 02 semanas (04 administragbes) na
dose de 10 mg / kg de peso corporal a cada quatro
dias. Coleta 01 semana apds fim do tratamento

PTX

07

Sobre vida dos animais com tumor nao tratados, PBS
(300 pL), administrado por 02 semanas. Coleta
realizada 30 dias apés o tratamento.

SCT

07

Animais com tumor tratados com MHT (NpCit, 300
puL + CMA) + NcSel (600 pL), por 02 semanas (06
sessOes). Coleta realizada 30 dias ap6s fim do
tratamento.

SMHTNC

07

Animais com tumor tratados com paclitaxel
(Taxol®), por 02 semanas (04 administrages) na
dose de 10 mg / kg de peso corporal a cada quatro
dias. Coleta realizada 30 dias apds fim do tratamento.

SPTX

07

42
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Obs 1 — As coletas (6rgaos, sangue e células da medula) foram realizadas para avaliacdo
da eficécia terapéutica. Todos os animais do quadro tinham entre 12 e 14 meses.

Obs 2 — Os controles sem tratamento, os controles positivos tratados com paclitaxel e os
grupos que apresentaramm remissao parcial/total do tumor foram avaliados em relacdo a
sobrevida 30 dias apds o tratamento. Testes histopatoldgicos foram feitos apds morte
espontéanea.

NpCit = Nanoparticulas magnéticas revestidas com citrato;
NcSel = Nanocépsulas de Selol;
MHT = Magnetohipertermia (NpCit + campo magnético alternado);

Paclitaxel = quimioterdpico convencional para tumor de mama;

Todos os animais da etapa 02 foram eutanasiados uma semana ap6s o0 tratamento.
Para os grupos da sobrevida SCT, SMHTNC e SPTX, os animais foram eutanasiados 30 dias
apos o tratamento.

4.4.1 Analises da biodistribuicdo da NpCit e seu uso na Magnetohipertermia

A Dbiodistribuicdo da amostra NpCit foi avaliada inoculando-se intraperitoneamente
uma Unica injecdo de NpCit nos animais experimentais. A concentracdo de ferro escolhida foi
de 2,4 mg (150 pL) dentro do intervalo observado em vérios estudos cientificos envolvendo
injecdo de nanoparticulas de ferro em camundongos (SILVA et al., 2010). Solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) foi usada nos grupos controles com 0 mesmo volume.

Apobs o periodo experimental, os orgdos figado, baco, pulmao, rins e cérebro foram
coletados e, em seguida, pesados inteiros e fragmentados para o estudo da biodistribuicéo.
Uma parte deles foi armazenada em microtubos (1,5 mL), devidamente identificados, a -20 °C
e, apds o processamento, reservados para a analise em espectrometria de emissdo oOptica de
plasma acoplada por indutividade (ICP-OES), enquanto a outra parte foi destinada para
analises histoldgicas.

Para quantificar o ferro relativo dos orgdos coletados, as amostras (0s orgdos e o
sangue) foram totalmente desidratadas, utilizando o Eppendorf VVacuum Concentrator Plus,
digeridas com acido nitrico concentrado a 68%, e posteriormente diluidas em agua Mili-q, em
uma proporcdo de 150uL de solucdo das amostras para 9,85 mL de agua Milli-q e
armazenadas em tubos Falcons de 15 mL. Apds o preparo, as amostras foram processadas no
espectrometro Optima 8000 ICP-OES Spectrometer. Para a preparacdo histologica com

coloracdo de Perls, as laminas foram tratadas com &cido cloridrico 2%, ferrocianeto de
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potéssio (3H20) a 2% na proporgdo 1:1 e contra-coradas com vermelho rapido nuclear. Foram
feitos cortes de 3-5 um de cada amostra. As laminas foram observadas no sistema de imagem
Invitrogen™ EVOS™ FL. Na etapa 02, foi usado um segundo lote de NpCit para a realizacdo
da magnetohipertermia. Em resumo, 05 injeccbes de NpCit foram administradas
intratumoralmente nos animais durante duas semanas de tratamento. A concentracdo de ferro
escolhida foi de 4,0 mg / 300 pL (SILVA et al., 2010), com os volumes de 150 pL, 50 pL, 40
uL, 40 pL, 20 pL, respectivamente nos dias 01, 03, 05, 07 e 09.

4.4.2 Administracdo do NcSel

O NcSel foi testado como quimioterapico, conforme decricdes do Quadro 2.
Resumidamente, 06 injecbes de NcSel, 100 pL por injecdo, foram administradas
intraperitonealmente nos animais, por duas semanas. A concentracdo do NcSel foi 6,0 mg /
600 pL, equivalente a 300 pg de selénio (tratamento de duas semanas). Nos grupos NPNC,
MHTNC e SMHTNC o NcSel foi administrado concomitantemente ao NpCiT.

4.4.3 Biocompatibilidade e eficacia terapéutica

A verificacdo da biocompatibilidade, etapa 01, e dos efeitos adversos, etapa 02 deste
estudo, foi realizada por meio do hemograma completo (leucograma e eritrograma), analises
histoldgica, bioquimica, imunoldgica e observaces clinicas.

Os resultados obtidos no hemograma e exames bioquimicos dos grupos controles, com
PBS na etapa 01 e sadios (sem tumor) na etapa 02 foram utilizados como valores de
referéncia, pois estes grupos foram constituidos por animais da mesma idade, linhagens e

submetidos as mesmas condigdes de sobrevivéncia.

4.4.3.1 Contagem global e diferencial de leucdcitos e eritrocitos

O hemograma, contagem dos leucocitos totais e suas subpopulacdes, bem como a de
eritrocitos e plaquetas (leucograma, eritrograma e contagem plaquetaria) foi realizado
conforme descrito por Longo et al. (2016), com pequenas modificagdes, para avaliar possiveis
processos inflamatorios, alérgicos e anémicos decorrentes da administracdo da NpCit, na
etapa 01, ou dos tratamentos , na etapa 02. Para tanto, 300 uL de sangue total dos animais

foram obtidos por meio de puncdo cardiaca, utilizando-se seringa com EDTA, e
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condicionados em microtubo com EDTA 10%. Os exames foram realizadas no Analisador
Automético de Hematologia Sysmex pocH-100i ™ (Curitiba / Parand, Brasil) calibrado para

camundongos.

4.4.3.2 Andlise histoldgica

Para anélise de possiveis alteracbes morfologicas devidas a administracdo da NpCit
(etapa 01) os 6rgdos cérebro, baco, figado, pulmdes, rins foram coletados. Nas analises em
funcdo dos tratamentos, ou para o estadiamento do tumor (etapa 02), além desses 6rgéos, 0s
linfonodos sentinela e lateral, mama contralateral e os tumores também foram coletados. Os
fragmentos dos 6rgédos e tumores foram fixados em paraformaldeido a 4%, desidratados em
solucdes alcodlicas, diafanizados em xilol e embebidos em parafina (LONGO et al., 2016).
Cortes teciduais (3-5 um) foram corados com hematoxilina - eosina (H & E) e analisados sob

o sistema Invitrogen ™ EVOS ™ FL Auto Imaging System.

4.4.3.3 Andlise Bioguimica

Para avaliar a funcdo hepética, renal, dano tecidual e estado nutricional apés
administragdo das nanoestruturas ou devido aos tratamentos do tumor, etapas 01 e 02
respectivamente, 800 uL de sangue foram obtidos por puncdo cardiaca, em tubo com gel
separador para a obtencdo do soro. A andlise foi feita em um analisador bioquimico
automatico Chemwell-t (Labtest, Brasil), conforme orientacdes do fabricante. Foram
realizados 0s seguintes exames: Alanina aminotransferase (ALT) e Aspartato
aminotransferase (AST) para avaliacdo da funcdo hepatica, Lactato desidrogenase (LDH) para

deteccdo de possiveis lesdes teciduais e creatinina K, ureia e albumina para avaliagdo renal.

4. 4. 3.4 Niveis de TNF-a e Oxido nitrico

Os efeitos da administragdo de NpCit no processo inflamatorio sistémico (etapa 01) e
apos os diversos tratamentos (etapa 02), também foram investigados por meio da
quantificacdo dos niveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) no soro, pelo ensaio
imunoenzimético (ELISA), realizada no laboratorio de imunologia e inflamacdo da UnB
(LIMI), de acordo com as instrugdes do fabricante (eBioscience and R & D System). As
placas foram lidas ap6s a adicdo da solucdo de interrupcdo a 450 nm, usando
espectrofotdbmetro SpectraMax M3 (Molecular Devices, Sunnyvale, USA). A medicdo da

producio de Oxido Nitrico foi detectada pelo Reagente Gries contendo 0,05% (0,5mg / mL)
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Dicloridrato de N- (1-naftil) etilenodiamina; 0,5% (5 mg / mL) de acido sulfanilico; e 3) acido
fosférico a 2,5%. A placa foi ainda incubada durante 10 min com 50uL de reagente Griess a
temperatura ambiente, e a densidade optica (DO dos pocos foi determinada utilizando-se um
leitor de placas, SpectraMax M3 (Molecular Devices, EUA), a um comprimento de onda de
teste de 540 nm.

4.4.3.5 Observacoes clinicas e verificacdo do peso

Foram feitas observacfes sobre 0 comportamento e reacdo dos animais ao longo do
periodo de experimentacéo, tanto na etapa 1 como na etapa 2. A avaliacdo clinica foi realizada
através de alguns parametros como perda de pelo e peso, diarréia, inapeténcia e distarbios
motores (WHITEHEAD et al., 2014). Os animais dos grupos para estudo da biodistribuicéo
foram pesados antes e depois da inoculacdo da NpCit e anteriormente a sua necrdpsia. Os
animais dos grupos IN1 e JN1 e seus respectivos controles, tiveram seus pesos verificados 24
horas apds a administracdo da NpCit, imediatamente antes da eutanasia. Os Grupos IN7 e JN7
e seus respectivos controles tiveram seus pesos aferidos no dia zero e no sétimo dia, antes da
eutanasia. Os grupos IN28 e JN28 e seus controles, tiveram seus pesos corpéreos verificados
quatro vezes, no dia zero, uma vez a cada semana e uma Ultima vez antes da eutanasia.

Na etapa 02, os animais de todos os grupos, foram pesados a cada 03 dias. O consumo
de racdo foi verificado regularmente ao longo do tratamento e imediatamente antes da

eutanasia para verificacdo do impacto dos tratamentos nos animais.

4.5 Inducéo, mensuramento e tratamento do tumor.

Na segunda etapa desta pesquisa foi avaliada a eficacia terapéutica da
magnetohipertermia com NpCit associada ou ndo a quimioterapia com NcSel, conforme
detalhado no quadro 02. Camundongos da linhagem Swiss idosas portadoras de tumor de
Ehrlich foram utilizadas como modelo. Para tanto, células de carcinoma ascitico fresco de
Ehrlich foram coletadas da cavidade peritoneal dos camundongos, 07 dias apos a injegéo, e
aproximadamente 1 x 10" células, contadas em cimara de Neubauer, foram transplantadas
para a quinta glandula mamaria dos camundongos para obtencdo do tumor solido. Verificou-
se que as células eram mais de que 99% viaveis pelo método de exclusdo do corante azul de

Trypan. O volume tumoral (V) foi avaliado a cada dois dias, utilizando-se paquimetro digital
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stainless hardened® e calculado pela seguinte férmula: V = 0,5 (comprimento x largura?)
mmm? (ITO; HONDA; KOBAYASHI, 2006).

Os tratamentos com NpCit e NcSel iniciaram 60 horas apds a transplantacdo das
células tumorais quando houve a detec¢cdo tumoral em todos os animais. Foram empregados
77 camundongos albinos fémeas divididos em 11 grupos (Quadro 02), com tratamentos
durante 02 semanas, sacrificados 01 semana apds. Os subgrupos continham: controle positivo
(tratamento com Paclitaxel), controle negativo (sem tratamento) como parametros para a
verificacdo da eficécia terapéutica dos tratamentos, além dos grupos que foram tratados com
NpCit e NcSel associados ou ndo a exposi¢cdo ao campo magnético (magnetohipertermia,
MHT). Cada seg¢do de MHT teve duracdo de 30 minutos, uma vez a cada 48 horas. Para
constatar a eficacia do tratamento, foi avaliada também a sobrevida de animais dos grupos

SCT, SMHTNC e SPTX tratados por 02 semanas e sacrificados 30 dias apds o tratamento.

4.6 Avaliacdo da fragmentacédo do DNA

A avaliacdo da fragmentacdo do DNA foi realizada a partir da quantificacao total do
DNA. Células da medula 6ssea foram fixadas com etanol a 70% por 2 h, a 4° C, lavadas com
PBS, incubadas com 50 pg / mL RNase A por 30 min a 37° C e coradas com 50 pg / mL de
iodeto de propidio por 30 min em temperatura ambiente. A contagem foi realizada pelo total
de 10.000 eventos por amostra com um citdbmetro CyFlow® e a taxa de fragmentacdo do
DNA foi observada sub-G1 (contetdo de DNA < 2n) e calculado considerando-se a totalidade
de eventos. Os histogramas representativos foram obtidos pelo software FlowJo® (De
SOUZA et al., 2014).

4.7 Andlise imunohistoquimica

Foram realizadas no Laboratério de Andlises Clinicas LIB & Biopsia, reacfes de
imunohistoquimica dos tumores com o marcador Ki67, com objetivo de avaliar a taxa de
proliferacdo das células cancerosas e entdo associa-las a um prognostico. Utilizou-se o kit de
polimero Dako Envision Dual Link System- HRP. Células Ki-67 positivas foram identificadas
usando o anticorpo anti-Ki-67 (Ki-67, SP6 Rabbit Monoclonal Antibody, Cell Mgrque) por
dezoito horas a temperatura de 4°C. Como controle negativo, foram incubados tecidos sem
anticorpo primario. A expressdo imunohistoquimica foi avaliada em microscopio Olympus

BX41 com o auxilio de um reticulo de integragéo.



48

4.8 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS (stastistical
Package for the Social Sciences) versdo 18. A normalidade das varidveis continuas foi
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Diferencas entre os grupos analisados foram investigadas
através de ANOVA (para dados que seguiram a distribuicdo normal) ou Kruskal-Wallis (no
caso de ndo haver distribuicdo normal). Para os resultados significativos de ANOVA,
comparagOes dois a dois foram avaliadas por Student’s t-test ou Mann-Whitney, de acordo
com a distribuicdo de normalidade e a significancia demonstrada pelo asterisco * onde p
<0,05 e ** p <0,01.
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5. RESULTADOS

Etapa 01: Biodistribuicdo e Biocompatibilidade de nanoparticulas magnéticas
recobertas com citrato (NpCit).

5.1 - Caracterizacao da NpCit

Os dados referentes a caracterizagdo da amostra NpCit estdo resumidos na Tabela 01.
Por meio de observacdo visual constata-se que a amostra NpCit tem coloracdo marrom
avermelhada, caracteristica da maghemita, e auséncia de precipitacdo de nanoparticulas,
mesmo em alta concentracéo (18 x 10'® particulas / mL) e presenca de campo magnético. As
micrografias adquiridas por meio da microscopia eletronica de transmissdo (MET) mostraram
nanoparticulas NpCit com formas esféricas (Figura 7A). A contagem aleatoria de 441 MNPs
no MET revelou didametro médio de 10,8 £ 2,7 nm (Figura 7B). Medidas, especialmente do
potencial zeta (-40 mV) e do indice de polidispersdao (0,290), bem como o tamanho
hidrodinamico e concentracdo da amostra, corroboram com a alta estabilidade coloidal da
amostraem pH ~ 7 (SHRESTHA et al., 2015).

Tabela 01. Caracterizacéo das nanoparticulas de maghemita (y-Fe,Os) funcionalizadas com
citrato (NpCit)

Caracteristicas da amostra Avaliacdo
Férmula Molecular Maghemita v-Fe 03 *
Didmetro Médio por DRX 8 nm
Diametro médio por MET 10,8 nm
Forma das NPMs Esférica
Diametro hidrodindmico 78.40 nm

IPD (indice de polidispersividade) 0.290
Potencial Zeta -40 mV
Concentracéo de ferro por absorcéo atbmica 16.0 mg/mL
Concentracdo de nanoparticulas 18 x 10" particulas/mL
Cor Marrom avermelhada
pH 7.3

DRX = difratometria de raios X; TEM = microscopia eletrdnica de transmisséao.
* A fase cristalina das nanoparticulas foi caracterizada como maghemita com
base na razéo Fe (111) / Fe (I1).



50

80 1

60

Frequéncia
S
o
L

201

Tamanho (nm)

Figura 07. Caracteriza¢do de NpCit por microscopia de transmissdo eletrénica (MET) (A)
Micrografia representativa (barra de escala: 200 nm), (B) Histograma de distribuicdo de tamanho das
NPMs.

5.2 AvaliagOes da biocompatibilidade

O tratamento intraperitoneal dos camundongos fémeas idosas com a amostra NpCit
(2,4 mg de ferro) ndo induziu alteracdes clinicas ou comportamentais 6bvias, como perda de
pélo, diarréia, inapeténcia e disfuncdo motora durante todo o periodo experimental em todos
0s animais idosos e jovens investigados. N&o ocorreram mortes de animais. Embora o peso
médio dos animais do grupo controle idoso tenha sido maior em comparagdo com 0s animais
do grupo controle jovem, ndo foram detectadas diferencas significativas nesta caracteristica
devido a administracdo da NpCit em todos os grupos (grupos de idosos e jovens tratados e

seus respectivos controles), como mostrado na Figura 08.
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Figura 08. Efeito do tratamento com NpCit (2,4 mg de ferro) sobre o peso corporal médio de
camundongos fémeas idosas (A) e jovens (B). As medidas foram realizadas nos dias 0, 1, 7, 14, 21 e
28 apos o tratamento. IC = controle de idosos; IN1, IN7 e IN28 grupos idosos coletados apés 1, 7 e 28
dias ap6s o tratamento, respectivamente. JC = controle jovem; JN1, JN7 e JN28 grupos jovens
coletados 1, 7 e 28 dias ap0s o tratamento.
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As andlises bioquimicas (Tabela 02) mostraram, através de comparagdes entre
controles ndo tratados, que os animais idosos (IC) apresentaram menores concentracdes de
ALT e albumina que os animais jovens (JC). No entanto, a administracdo da NpCit induziu
efeitos diferentes em animais idosos e jovens. No grupo dos idosos, diminuicao significante,
embora temporaria, no nivel de ureia e um aumento na albumina foram observados no
primeiro dia apos o tratamento com NpCit (grupo IN1) em comparagdo com o controle (IC).
Os niveis dos analitos aspartato aminotransferase (AST), creatinina K, alanina
aminotransferase (ALT) e lactato desidrogenase (LDH) ndo foram significativamente
diferentes, em todos os grupos de idosos tratados (IN1, IN7 e IN28) em comparagdo com o
controle IC. Nos animais jovens, a administracdo da NpCit causou reducdes significativas nos
niveis de ureia, albumina e LDH no sétimo dia apds a injecdo de NpCit (grupo JN7), em
comparagcdo com o grupo controle jovem (JC). Neste grupo, como observado no idoso, a
NpCit ndo causou alteracdes significativas nos niveis de ALT, AST e Creatinina K, em todos
0s grupos jovens administrados (JN1, JN7 e JN28), em relagdo ao controle (JC).

Tabela 02. Andlise bioquimica de camundongos jovens e idosas apds tratamento com NpCit

ALT AST Creatinina K Ureia Albumina LDH
(U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL) (g/dL) (mg/dL)
ldoso
IC 50420 203.3+125.4 0.38 +0.28 509+142 1.8+0.2 2159.4 + 1101.1
IN1 63.3+66.2 166+105.2 0.32+0.07 39.0+7.87¢ 22+03"C 1427.9 +891.9
IN7 50+16.7 246.33+204.33  0.30 +0.07 458+9.3 1.7+0.2 2072.5 +497.9
IN28 78.452.5 171.71+93.68  0.42+0.19 55+ 24.1 1.6+0.8 1840.7 + 1213.0
P-valor  0.6121 0.6286 0.4333 0.0500 0.0131 0.5158
Jovem
Jc 98.4+97'C 193+127.42  0.38+0.02 426+55 27+06'C 23739+ 1556.7
IN1 81.8+73.8 146+11257 0.29+0.14 434+105 26+04 2127.4 +2249.3
IN7 46.6+31.0 1742+1413 0.49+0.41 37.2+417° 22+017¢  941.8+634.37C
IN28 63.8+59.5 189.5+1094 0.47+0.33 443+125 22+05™?® 1508.3+819.7
P-valor  0.4436 0.9201 0.6739 0.0499 0.1056 0.4616

Os dados estéo expressos como média + desvio padrdo. As letras mailsculas (sobrescritas) seguidas de
numeros indicam diferencas significativas detectadas entre os grupos dos jovens em relacdo aos
grupos correspondentes idosos. O asterisco seguido por JC ou IC indicam diferengas significativas
entre 0s grupos jovens ou idosos em relagéo aos seus respectivos controles. * p <0,05 e ** p <0,01.
ALT- alanina aminotransferase; AST-aspartato aminotransferase; LDH-Lactato desidrogenase. IC,
controle idoso. IN1, IN7 e IN28, grupos de idosos analisados no dia 01, 07 e 28, ap6s o tratamento
respectivamente. JC, controle jovem. JN1, JN7 E JN 28, grupos jovens analisados no dia 01, 07 e 28,
apos o tratamento respectivamente.

A anélise do leucograma (Tabela 03) mostrou, por meio de comparacfes entre 0s
grupos dos idosos e seus correspondentes grupos jovens, que 0s animais idosos dos grupos IC,
IN1, IN7 e IN28 apresentaram diminuicdo significativa na taxa de linfécitos (W-SCR) e na

contagem absoluta de linfécitos (WSCC), comparados aos grupos jovens JC, JN1, JN7 e
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JN28, respectivamente. Por outro lado, as mesmas compara¢fes mostraram aumentos
significantes nas taxas células médias dos idosos (basofilos, eosinéfilos e mondcitos W-
MCR), em comparagdo aos grupos jovens.

Entre os idosos, o tratamento com NpCit induziu decréscimos significativos na taxa de
linfocitos (W-SCR) observados no grupo dia 01 (IN1) e no dia 28 (IN28) em comparagdo com
0 grupo controle idoso (IC). Contrariamente, aumentos significativos na taxa de células
médias (basofilos, eosinofilos e mondcitos (W-MCR) foram observados também no grupo
IN1 e IN28, em comparacdo com IC. Nos grupos jovens (JN1, IN7 e JN28), diferentemente
dos grupos de idosos, a NpCit ndo induziu alteragcbes significativas nos parametros
leucocitarios investigados quando comparados ao grupo controle JC. Em relacdo as plaquetas,
ndo foram encontradas diferencas significativas nas comparacdes entre 0s grupos controle dos
idosos e jovens, nem nas comparagdes de animais idosos tratados com NpCit com
camundongos fémeas idosas do grupo controle (Tabela 3). A Unica alteracdo significativa na
contagem de plaquetas foi observada no grupo jovem JN7 em comparagdo com 0s animais
jovens do grupo controle (JC) e com animais idosos do grupo sete dias (IN7).

Tabela 03. Efeitos do tratamento com NpCit (2,4 mg de ferro) nos pardmetros Leucograma e Plaquetas de
camundongos jovens e idosas

WBC WSCR WMCR WLCR WSCC WMCC PLT

(10%uL) (%) (%) (%) (10%uL) (10%uL) (10%uL)
Idoso
IC 3.442.2 55.0+127 ~ 416+125 = 34%32 1.7%08 15+1.2 941.4 + 364.2
IN1 35+ 15 41.7+125"™ 571+129™ 13+12 15+08 2.0+0.9 1211.7 £ 492.7
IN7 3.9+22 54.3 +14.9 40.9 + 14.1 48+44 19+0.7 1.8+14 1169 + 215.4
IN28 46+48 441 +7.97°¢ 54.1+ 7.7 19+08 21+27 23+2 1364.4 + 568.3
P-valor 0.9631 0.0480 0.0306 0.2290 0.7146 0.7434 0.1590
Jovem
Jc 46+26  803+537'C 177+407'C 23%24 37%22"C 08x04  1040.9 *269.2
JN1 43+18 76.7+79™  207+61™ 26+26 32+12™ 09+06™  732.8+451.4
JIN7 36+05  77.3+89"™  213+74™  14+17 28+02™  08+04 1532.8+3817¢ "N
JIN28 48+2 752+7.6"M™N% 217+57"MN8 30+31 36+x10™®% 11105 907.6 + 327.2
P-valor 0.5962 0.6126 0.5216 0.7280 0.5799 0.7072 0.0255

Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo. As letras mailsculas (sobrescritas) seguidas de
nameros indicam diferencas significativas detectadas entre os grupos dos jovens em relacdo aos grupos
correspondentes idosos. O asterisco seguido por JC ou IC indicam diferencas significativas entre os grupos
jovens ou idosos em relacéo aos seus respectivos controles. * p <0,05 e ** p <0,01. WBC- Leucdcito total; W-
SCR - taxa de células pequenas (linfocitos); W-MCR — Taxa células médias (basofilos, eosindfilos e
neutrdfilos); W-LCR- Taxa de células grandes (mondcitos); W-SCC - Contagem absoluta de células pequenas
(linfocitos); W-MCC- Contagem absoluta de células médias (basofilos, eosinéfilos e mondcitos); PLT -
Plaquetas; IC, controle idoso. IN1, IN7 e IN28, grupos de idosos analisados no dia 01, 07 e 28, apds o
tratamento respectivamente. JC, controle jovem. JN1, JN7 E JN 28, grupos jovens analisados no dia 01, 07 e
28, apds o tratamento respectivamente.

A andlise do eritrograma (Tabela 04) revelou que o processo de envelhecimento

causou alteragdes significativas na maioria dos parametros investigados. De fato, os grupos de
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idosos, em comparagdo com seus grupos jovens correspondentes, apresentaram decréscimos
significativos na contagem total de eritrocitos (RBC) para IN1, IN7 e IN28 em comparagao
com (JN1, JN7 e JN28). Além disso, diminuicdes significativas na concentracdo de
hemoglobina (HGB), volume corpuscular médio (VCM) e hematdcrito (HCT) foram
observadas para IC, IN1, IN7 e IN28 em comparagdo com JC, JN1, JN7 e JN28,
respectivamente. Por outro lado, a hemoglobina corpuscular média (HCM) foi
significantemente maior para IC em comparacdo com JC, enquanto a largura de distribuicédo

de eritrocitos (RDW) foi maior para IC, IN1 e IN28, em comparacdo com JC, JN1 e JN28,

respectivamente.

Tabela 04. Anélise de eritrograma de camundongos fémeas idosas e jovens observada em diferentes tempos
apos administracdo de NpCit (2,4 mg de ferro)

RBC HGB HCT MCV MCH MCHC RDW-CV
(10%/uL) (g/dL) (%) (fL) (rg) (g/dL) (%)

ldoso

IC 71+1.8 10.5+2.3 27.2+6.2 38.5+ 1.4 14.8 £ 0.4 38.6+09 154+2.1

IN1 78+1.1 115+ 1.6 29.9 + 4.5 38.5+ 0.6 14.9+0.5 386+1.1 156+1.8

IN7 8.2+0.3 12.0+0.5 31.2+15 38+0.8 14.6 £ 0.5 384+12 150+1.2

IN28 73+1.0 10.06 + 1.4 28.1+3.6 38.4+1.3 14.5 + 0.6 378+1.0 162+1.9

P-valor  0.3632 0.3705 0.3976 0.8602 0.4481 0.4626 0.6655

Jovem

Jc 9.2+1.1"¢ 13.0+14" 33.6+3.9"C 36.6+0.47'C 142+0.37'°C 388+07 13.6%137°

IN1 9.1+0.7"™ 132+12"™ 336+32 371+09™ 14.6+0.37° 394:05 13.4+03""™

IN7 9.9+0.1'N7 14.0+0.3"v 36.0+0.4"IN7 36,5+ 0.5'N7 142 +0.3 385+0.4 143+0.8

IN28 9.2 + 13.1+1"™®  3372+3.2"% 36.8+0.5"™® 14.2+0.3 388+04 13.8+0.5"%

0.9**IN28
P-valor  0.2299 0.4546 0.3745 0.6033 0.0481 0.0678 0.1601

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. As letras mailsculas seguidas de nimeros indicam diferencas
significativas Detectadas entre os grupos dos jovens em relacdo aos grupos correspondentes idosos. O asterisco seguido
por JC ou IC indicam diferencas significativas entre 0s grupos jovens ou idosos em relacéo aos seus respectivos controles.
*p <0,05 e ** p <0,01. RBC - gldbulos vermelhos; HGB-Hemoglobina; HCT- Hematdcrito; VCM - volume corpuscular
médio; Hemoglobina corpuscular média; MCHC - Concentracdo média de hemoglobina corpuscular; RDW-CV - Largura
de distribuicdo de glébulos vermelhos como coeficiente de variagdo. IC, controle idoso. IN1, IN7 e IN28, grupos de
idosos analisados no dia 01, 07 e 28, apds o tratamento respectivamente. JC, controle jovem. JN1, IN7 E JN 28, grupos
jovens analisados no dia 01, 07 e 28, apds o tratamento respectivamente.

Com relacdo & modulacéo de citocinas pro-inflamatdrias, a administracdo de NpCit em

camundongos fémeas idosas desencadeou diminuigdo significativa nos niveis de TNF-o no
sétimo dia (IN7) em comparacdo com camundongos ndo tratados (IC). Houve também
diminuigdo significativa dos niveis de TNF-o em camundongos jovens submetidos a
administracdo de NpCit analisados no sétimo dia (JN7), em comparagdo com 0s
camundongos fémeas idosas correspondentes (IN7), como mostrado na Figura 9A. Além
disso, 0s niveis séricos de 6xido nitrico (NO) no soro de camundongos fémeas idosas do

grupo controle (IC) foram significativamente menores comparados com camundongos jovens
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do grupo controle (JC), a administracdo do NpCit, diminuiu significativamente o0 NO no

grupo jovem (JN1), quando comparado com camundongos jovens controle (JC) (Figura 9B).
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Figura 09. Efeitos de NpCit (2,4 mg de ferro) sobre os niveis de TNF-a ¢ NO no soro de
camundongos fémeas idosas e jovens. IC, controle idoso. IN1, IN7 e IN28, grupos de idosos
analisados no dia 01, 07 e 28, ap6s o tratamento respectivamente. JC, controle jovem. JN1, IN7 E JN
28, grupos jovens analisados nos dias 01, 07 e 28, ap6s o tratamento respectivamente. (A) niveis de
TNF-a foram detectados por ELISA e (B) os niveis de NO foram detectados pelo teste Griess.
Diferencas estatisticas sdo indicadas por * onde p <0,05 e ** p <0,01.

A analise histologica dos tecidos ap6s coloracdo com Hematoxilina e Eosina (H & E)
ndo mostrou anormalidades em todos os tecidos analisados de animais jovens e idosos,
tratados ou ndo tratados com a amostra NpCit (Figura 10). Resumidamente, os cérebros ndo
apresentaram patologias na massa branca e cinzenta; nos bagos, as polpas vermelhas e brancas
eram faceis de distinguir, os figados observados apresentavam hepatocitos em formato
poliédrico, radiais de uma veia central e com tamanhos normais; nos pulmdes ndo havia sinais
de fibrose; e nos rins, células do glomérulo, tdbulos contorcidos proximais e distais

apresentaram padrdes normais.
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Figura 10. Efeitos da NpCit na morfologia do baco, figado, rim, pulmé&o e cérebro de camundongos
fémeas idosas (coluna da esquerda) e jovens (coluna da direita). SecOes de érgdos de animais de
controle idosos sem tratamento s&o apresentadas na coluna central. A secéo foi corada com H & E.
Micrografias séo ilustrativas de diferentes tempos de tratamento. As barras indicam escalas entre 100-
200pm.
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5.3 Biodistribuicdo da NpCit

Os resultados dos estudos de biodistribuicdo da NpCit nos 6rgdos e no sangue
realizado por ICP-OES sdo apresentados na Figura 11. As comparagdes entre o grupo controle
idoso (IC) e jovem (JC) mostraram que embora a quantidade de ferro no sangue seja
semelhante em ambos os grupos (Figura 5A), o baco, figado, rim, pulmdo e cérebro
apresentaram concentracdo de ferro significativamente maior no grupo idoso (Figuras 5 B-F).

De fato, a distribuigdo de ferro em ambos os grupos de animais também foi diferente:
enquanto o grupo controle idoso (IC) apresenta o decréscimo de concentracdo de ferro na
sequéncia baco> sangue> figado> rim> pulmé&o> cérebro, nos camundongos jovens do grupo
controle (JC), a ordem é sangue> bago > figado> pulmao> rim> cérebro. Esses resultados
evidenciam que a idade tem efeitos na distribuicdo de ferro no organismo.

Em relacdo aos efeitos induzidos por NpCit, no grupo dos idosos, mudancas
significativas na concentracdo de Fe foram observadas na compara¢do com 0s camundongos
idosas do grupo controle (IC): aumento no sangue e diminui¢do nos rins em relacdo ao grupo
(IN1) e aumento no figado no dia 28 (IN28). Os efeitos significativos de NpCit nos grupos
jovens quando comparado ao grupo controle jovem foram diferentes e caracterizados por
aumentos nos pulmdes no primeiro dia (JN1), no cérebro no dia 7 (JN7) e no baco, figado e
pulmdes no dia 28 (JN28). Devido as diferencas iniciais na quantidade de ferro entre grupos
de idosos e jovens, a comparacdo de animais idosos tratados (IN1, IN7 e IN28) com grupos
jovens tratados (JN1, JN7 e JN28) conduziu a diferencas significativas particularmente no
baco, figado e cérebro (IN1 x JN1; IN7 X IN7; IN28 x JN28).

Através da coloracdo dos cortes histologicos com o azul da Prassia (Figura 12) foi
possivel observar agregados de ferro em alguns 6rgdos. As concentracfes mais elevadas,
assim como verificado por ICP-OES, foram observadas no bago no grupo idoso do dia 7
(IN7) que apresentou maiores concentracdes de ferro do que o grupo controle (IC) e o grupo
jovem correspondente (JN7). Nos grupos jovens, as maiores concentragdes no bago foram
observadas no dia 28 (JN28).
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Figura 11. Biodistribuicdo de ferro obtida por espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES). Concentracdo de ferro (ug / mL) no sangue e (ug / g) nos 6rgédos
em diminuicdo em ordem do baco para o cérebro (B-F). IC, controle idoso. IN1, IN7 e IN28, grupos de
idosos analisados no dia 01, 07 e 28, ap0s o tratamento respectivamente. JC, controle jovem. JN1, JN7
E JN 28, grupos jovens analisados no dia 01, 07 e 28, ap0s o tratamento respectivamente. Diferencas
significativas sdo indicadas por * onde p <0,05 e ** p <0,01.
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Comparagdes entre os grupos de idosos e 0s grupos jovens correspondentes mostraram
varias diferencgas nas concentragdes de ferro. Em geral, a concentragdo foi maior nos animais
idosos do gue nos animais jovens, tanto nos grupos tratados com NpCit como nos controles.
Nenhuma presenca de agregados de ferro foi observada no cérebro de todos os grupos, pela

analise de Perls (Figura 12).
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Figura 12. Efeitos da NpCit na distribuicdo de ferro em idosos (coluna da esquerda) e jovens (coluna
da direita) obtida por métodos morfoldgicos. SecBes de 6rgdos de animais de controle idosos sem
tratamento sdo apresentadas na coluna central. Cortes histoldgicos do baco, figado, rins, pulmdes e
cérebro foram submetidos a coloracdo azul-prussiana de Perls. As setas indicam alguns agregados
positivos azuis mais evidentes no baco. Micrografias sdo ilustrativas de diferentes tempos de
tratamento. As barras indicam 50 pm.



59

Etapa02- Resultados da eficacia terapéutica da Magnetohipertermia e nanocapsula de
PLGA- contendo Selol no tratamento do tumor de mama

5.4 Caracterizacdo da amostra NpCit

Por meio da microscopia eletrénica de transmissdo (MET), o segundo lote de NpCit
revelou-se de forma esférica e diametro médio de 8,64 nm £ 2,03 (Figura 13A e B), ap0s
contagem aleatoria de 557 NPMs usando o programa ImageJ®. O padrdo de DRX da NpCit
mostrou espectros tipicos de y-Fe203 e citrato, apresentando picos principais e secundarios
em 26 de 311° e 440°, respectivamente (Figura 13C). Além disso, foram obtidas as medidas
do potencial Zeta (-33mV) e indice de polidispersdo (0,139), além de outros parametros
resumidos na Tabela 05, os quais demonstram a estabilidade da amostra (SHRESTHA et al.,
2015).
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Figura 13. Caracterizacdo de NpCit. (A) Micrografia eletronica de transmissao representativa (barra
de escala: 200 nm); (B) Histograma de distribuicdo de tamanho (NpCit) obtido pela média do didmetro
de 557 NPMs. (C) Padrdes da amostra por DRX.
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Tabela 05. Caracterizagdo do fluido magnético com NpCit.

Parametros Caracteristicas

IPD 0.138 + 0.012
pH 7.0

Hd (nm) 47.38 £ 0.090

PZ (mV) -33.1£1.10

MET (nm) 8.64 + 2.03

Didmetro médio por DRX (nm) 8.4

Cor marrom

IPD = indice de polidispersdo; pH = potencial de hidrogénio; Hd = didmetro hidrodindmico
(determinado por espalhamento de luz dindmico (DLS); PZ = potencial Zeta (carga superficial);
MET = microscopia eletrbnica de transmissdo (didmetro médio da amostra NpCit do nucleo) e
DRX= difratometria de raios X

5.5 Termometria in vitro

O ensaio de termofotografias de temperatura da amostra NpCit exposta ao campo
magnético alternado, evidenciou que 110 uL da amostra NpCit alcangou a temperatura de
42° C apos aproximandamente 15 minutos e permaneceu nesta mesma temperatura por mais

de 30 minutos, como ilustrado nas figuras 14A e B.

Aquecimento do NpCit
Volume; 110 pL

Temperatura

20] T T 1 T ]
0 5 30 40 M B

Tempo (min)
Figura 14. Termofotografias de NpClIt: (A) = tempo inicial 31°C. (B-F) = temperaturas verificadas
imediatamente apds a exposicdo ao campo magnético alternado. (G) Curva de aquecimento da amostra
de nanoparticulas magnéticas recobertas com citrato (NpCit) em funcdo do tempo com o volume de
110pL. As barras precedidas e sucedidas por nmeros indicam a temperatura minima e maxima.
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5.6 Caracterizacdes de nanocapsulas de PLGA contendo Selol

Por meio da anlise por microscopia eletronica de varredura (MEV), a nanocapsula de
PLGA com Selol apresentou forma esférica e diametro hidrodindAmico médio de 161,1 nm (+
2,44 nm) (Figuralb), outros parametros também foram avaliados como potencial zeta e indice

de polidispersdo (resumidos na Tabela 06).

Size Distribution by Intensity

Intensity (Fercent)
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Figura 15. Caracterizacdo da amostra de nanocapsulas de PLGA contendo Selol (NcSel). (A)
Fotomicrografia eletronica de varredura representativa do NcSel (barra de escala: 1um); (B)
histograma de distribuigdo de tamanho por intensidade.

Tabela 06. Caracteriza¢do de nanocépsulas de PLGA com Selol por DLS

Parametros Caracteristicas
TMH (nm) 161.1 +2.03
PZ (mV) -29.21+ 0.197
IPD 0.135+0.010

TMH= tamanho médio hidrodindmico; IPD = indice de polidispersédo; ZP = potencial Zeta
(carga superficial).

5.7 Medidas tumorais, investigacao histologica e analise imuno-histoquimica

Apesar da reducdo ndo significativa do volume tumoral, observada ap6s duas semanas
de tratamento para todos os grupos (NP, NC, MHT, MHTNC, NPNC e PTX), comparados ao
grupo controle com tumor sem tratamento (CT), o grupo de animais com tumor, tratados com
MHT + NcSel (MHTNC) apresentou 0 menor volume tumoral médio, cerca de 19% menor
que o CT e 45% menor que o grupo tratado com paclitaxel (PTX) (Figura 16A).

No entanto, quando avaliados em longo prazo, 30 dias ap6s a Ultima sesséo de

tratamento, este grupo (SMHTNC) apresentou um volume tumoral significativamente menor,
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aproximadamente cinco vezes, comparado ao grupo controle tumoral (SCT) e mais de oito
vezes menor em comparagédo ao grupo tratado com paclitaxel (SPTX) (Figura 16 B).

O peso dos tumores também foi medido como mostrado na Figura 17. O grupo
SMHTNC apresentou o peso tumoral aproximadamente 3,5 vezes mais leve que o grupo SCT
e cinco vezes mais leve que o grupo SPTX. Além disso, 50% dos animais do grupo SMHTNC
apresentaram processo de cicatrizagdo, conforme representado na Figura 18. Adicionalmente,
apesar de ndo haver diferencas significativas nas taxas de sobrevida, o grupo SMHTNC
apresentou o maior tempo médio de sobrevida comparado aos demais grupos, 45 dias apos o
implante do tumor (Figura 19).

Para 0s grupos eutanasiados uma semana ap0s os diversos tratamentos, oS exames
histopatoldgicos mostraram células tumorais circundando areas de necrose, metastases do
linfonodo sentinela e linfonodo lateral em todos os grupos (controle e tratados) como uma
caracteristica padrdo, entretanto, o grupo controle (CT) apresentou menor area de necrose em
relacdo aos grupos tratados NP, NC, MHT, MHTNC, NPNC e PTX. Além disso, 0s grupos
tratados com NpCit associada ou ndo as nanocapsulas de Selol (NP, MHT, MHTNC, NPNC)
apresentaram hemorragia intratumoral, uma resposta ao tratamento nao observada nos demais
grupos (CT, NP e PTX).

Os mesmos exames realizados para os grupos da sobrevida (Figura 20) (SCT,
SMHTNC e SPTX), revelaram que o grupo tratado com MHT + NcSel (SMHTNC)
apresentou menor area de necrose em comparacdo aos demais grupos (SCT, SPTX) e média
de 20% de fibroplasia (processo de cicatriza¢do) no leito tumoral e, principalmente, auséncia
de metastases para os ganglios linfaticos e drgdos, ao contrario do observado nos grupos
comparativos (SCT e SPTX), que revelaram, em todos 0s seus animais, presenca de
metastases nos linfonodos sentinela, lateral, nos pulmdes. A analise de imunohistoquimica
com Ki-67 revelou que ndo houve diferencas significativas entre todos os grupos (tratados e
controles), cuja expressdo >50% evidenciou a natureza altamente agressiva do tumor sélido
de Ehrlich.
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Figura 16. Evolucdo do volume tumoral em camundongos fémeas idosas submetidos a diferentes
tratamentos. (A) CT - animais com tumor (grupo controle tumor), tratados com PBS. NP animais com
tumor, tratados com NpCit; NC animais com tumor, tratados com NcSel; MHT animais com tumor,
tratados com magnetohipertermia (MHT); MHTNC animais com tumor tratados com MHT + NcSel;
NPNC animais com tumor, tratados com NpCit + NcSel; PTX animais com tumor, tratados com
Paclitaxel. (B) SCT, SMHTNC e SPTX, grupos avaliados quanto a sobrevida, 30 dias ap6s o
tratamento, correspondendo aos grupos CT, MHTNC e PTX, respectivamente. Os dados sdo expressos

como média * erro padrdo da média. n= 7 camundongos por grupo. SP = SPTX e SC=SCT (*) =p
<05.
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Figura 17. Pesos tumorais obtidos 30 dias apds diferentes tratamentos. SCT, SMHTNC e SPTX =
grupos avaliados quanto a sobrevida, 30 dias apds o tratamento, correspondendo aos grupos CT (grupo
controle tumor), MHTNC (animais com tumor tratados com MHT + NcSel) e PTX (tratados com

paclitaxel), respectivamente. Os valores s&o expressos em média + desvio padréo, (*) = p <.05e (**) =
p<.01
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Figura 18. Tumores de mama em camundongos fémeos idosas submetidos a diferentes tratamentos.
Aas fotos mostram o crescimento tumoral ao longo de diferentes periodos de tempo (10, 20 e 27 dias)
apos a implantacdo do tumor. Grupo controle (SCT), sem tratamento, hipertermia mediada por NpCit
associada ao NcSel (SMHTNC) e grupo tratado com paclitaxel (SPTX). O animal do grupo SPTX
morreu no dia 26.
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Figura 19. Curvas da taxa de sobrevivéncia de camundongos fémeas idosas com tumor de mama
submetido a diferentes tratamentos. (SCT) grupo controle; (SMHTNC) hipertermia mediada por NpCit
associada ao NcSel; (SPTX) grupo tratado com paclitaxel.



65

SMHTNC SPTX SCT

| L A

el RN ShE e e TR : ol
Figura 20. Histopatologia de animais portadores de tumor de Ehrlich induzido na
mama, tratados com diferentes terapias e avaliados 30 dias apds os tratamentos.
SMHTNC- Grupo tratado com MHT associada ao NcSel. SPTX- Grupo tratado com
paclitaxel. SCT - Grupo controle com tumor sem tratamento. SMHTNC: (A, D, G)
Linfonodo sentinela, figado e pulmdo sem alteracbes marcantes; (J) Tumor,
adenocarcinoma mamario medindo 05 mm, com necrose multifocal, em 20% do volume
tumoral e fibroplasia estromal presente em 30% do leito do tumor. SPTX: (B)
Linfonodo sentinela com metastase medindo 11,0 mm; (E) Figado com parénquima
hepatico sem alteragbes marcantes e (H) pulmd com presenca de varios focos
metastaticos; (K) Tumor, adenocarcinoma mamario, medindo 26,0 mm de diametro,
com 60% de necrose tumoral. SCT: (C) Linfonodo sentinela com presenca de metastase
medindo 10,0 mm; (F, I) Figado e pulmdo com presenca de varios focos metastaticos;
(L) Tumor, adenocarcinoma mamario, medindo 21,0 mm. No tumor, as barras indicam
400 um. Em linfonodo, figado e pulmao, as barras indicam 50 um.

5.8 Aspectos clinicos e medidas do peso corporal

N&o houve diferencas significativas no peso corporal dos animais entre todos os
grupos analisados (grupos avaliados uma semana ou um més apds os tratamentos, como

mostrado na Figura 21A e B). No entanto, o grupo MHT + NcSel (SMHTNC) apresentou
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melhores aspectos clinicos, como a textura do pélo sem qualquer nivel de alopecia, diarreia ou

disturbios motores em comparagcdo com os demais grupos (SCT e SPTX).
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Figura 21. Alteracdo do peso em camundongos fémeas idosas submetidos a diferentes tratamentos (A)
CT - animais com tumor (grupo controle tumor), tratados com PBS. NP animais com tumor, tratados
com NpCit; NC animais com tumor, tratados com NcSel; MHT animais com tumor, tratados com
magnetohipertermia (MHT); MHTNC animais com tumor tratados com MHT + NcSel; NPNC animais
com tumor, tratados com NpCit + NcSel; PTX animais com tumor, tratados com Paclitaxel. (B) SCT,
SMHTNC e SPTX, grupos avaliados quanto a sobrevida, 30 dias apds o tratamento, correspondendo
aos grupos CT, MHTNC e PTX, respectivamente. Os dados sdo expressos como média + erro padrao
da média. n= 6 camundongos por grupo. SP = SPTX e SC = SCT (*) = p <05 e (**) = p <.01.

5.9 Andlises Bioquimicas

As analises bioquimicas (Tabela 07) mostraram que os niveis de ALT e AST
aumentaram com o tumor e ap0s os tratamentos. Os grupos PTX e MHT apresentaram
alteracdes significativas nos niveis de ALT, enquanto os grupos NP, NC e PTX apresentaram
aumento significativo nos niveis de AST em compara¢do com 0 grupo controle sem tumor
(CS). Por outro lado, os niveis de creatinina e ureia diminuiram com a presenca do tumor e
apos os tratamentos (grupos NP e NPNC) em comparagdo com o grupo controle CS. Além
disso, entre os grupos da sobrevida (SCT, SMHTNC e SPTX), o mesmo padrdo foi
observado, sendo que no grupo tratado com Paclitaxel (SPTX) o aumento nos niveis de ureia
foi significativo tanto em relacdo ao controle sem tumor (CS), quanto em relacdo ao tratado
com MHT + NcSel (SMHTNC).
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Tabela 07. Anélise bioquimica em camundongos fémeas idosas portadoras de tumor com diferentes
tratamentos durante duas semanas e eutanasiadas 07 ou 30 dias depois

ALT AST Creatinina Ureia

(U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
01 Semana
CS 38.86+8.59 122.40+89.47 0.19+0.06 52.20+4.87
CT 45.17+9.64 311.43+125.95 0.39+0.34 31.43+4.28
NP 59.00+41.93 336.17+91.31*CS 0.24+0.05 29.17+7.41*%°
NC 103.33+93.57 454.17+180.98**CS 0.23+0.05 39.83+8.93
MHT 134.00+38.57**CS 293.67+103.06 0.97+1.00 31.00+7.35
MHTNC 56.83+18.76 231.17+28.17 0.3440.20 36.83+8.84
NPNC 62.29+37.22 284.43+77.19 0.25+0.10 28.00+7.42**CS
PTX 105.43+44,94**CS 353.71+98.08*° 0.64+0.54 41.33+10.86
P-valor 0.0013 0.0011 0.0355 0.0042
Sobrevida
SCT 49.33+8.33 362.00+203.69 0.32+0.09 59.00+13.00
SMHTNC 46.33+18.58 166.33+1.53 0.33+0.08 37.67+6.81*%°
SPTX 79.00+26.96 287.67+101.96 0.36+0.02 64.33+7.51
P-valor 0.1562 0.3607 0.7137 0.0306

ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase. CS animais sem tumor, (A) CT-
animais com tumor (grupo controle tumor), tratados com PBS. NP animais com tumor, tratados com
NpCit; NC animais com tumor, tratados com NcSel; MHT animais com tumor, tratados com
magnetohipertermia (MHT); MHTNC animais com tumor tratados com MHT + NcSel; NPNC animais
com tumor, tratados com NpCit + NcSel; PTX animais com tumor, tratados com Paclitaxel. (B) SCT,
SMHTNC e SPTX, grupos avaliados quanto a sobrevida, 30 dias apds o tratamento, correspondendo
aos grupos CT, MHTNC e PTX, respectivamente. Os dados sdo expressos como média = desvio
padrdo. CS=CS,CT =CT,SP =SPTX,SC=SCTe (*)=p<.05e (**) =p<.0L.

5.10 Anélises hematoldgicas

O eritrograma (Tabela 08) revelou que os tratamentos causaram algumas alteracdes
significativas observadas no grupo tratado com NpCit e NcSel (NPNC), em comparagdo com
CS e CT, por um lado, descréscimos em relacdo ao eritrocito total (RBC), hemoglobina
(HGB), hematécrito (HCT) e, por outro, aumento na largura de distribuicdo de células
vermelhas (RDW). Além disso, a hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentracédo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram significativamente menores no grupo tratado
com MHT + NcSel (MHTNC) em comparacdo com CT e CS, respectivamente. As mesmas
analises realizadas entre os grupos da sobrevida (SCT, SMHTNC e SPTX) apenas revelaram
aumento significativo de RDW no grupo tratado com paclitaxel (SPTX) em comparagdo com
SMHTNC e CS.
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Tabela 08. Eritrograma de camundongos fémeas idosas portadoras de tumor com diferentes tratamentos durante
duas semanas e eutanasiadas 07 ou 30 dias depois

RBC HGB HCT MCV MCH MCHC RDW-CV
(x10°/uL) (g/dL) (%) (fL) (p9) (g/dL) (%)
01 semana
CS 7.89+0.99 11.26+1.34 28.84+3.80 36.54+0.90 14.17+0.49 38.81+0.56 13.47+1.13
CT 7.37+0.65 11.03+0.99 28.96+2.43 39.27+1.34 14.96+0.72 38.07+0.69 18.81+5.94
NP 6.50+1.43 9.32+1.76 25.07+4.59 38.98+3.65 14.50+1.53 37.13+0.97 19.87+4.23
NC 7.59+0.58 10.55+0.74 28.00+1.62 36.98+0.98 13.93+0.51 37.600.72 15.77+1.10%°
MHT 7.16+0.96 10.25+1.15 27.52+2.59 38.58+2.32 14.33+0.45 37.201.32 17.28+1.98
MHTNC 6.96+1.15 9.34+1.54 25.40+3.96 36.53+0.91 3.40+0.37*T  36.73+1.01**S 17.07+2.81
NPNC 6.32+40.7*°  8.86+0.81**°  23.77+2.05*°T  37.83+2.32 14.09+0.93 37.27+1.14 16.86+4.40%<°
PTX 6.86+0.59 10.04+0.85 26.84+2.25 39.20+1.58 14.66+0.50 37.44%1.10 18.84+2.56%*CS
P-valor 0.0474 0.0042 0.0255 0.0092 0.0320 0.0116 0.0038
Sobrevida
SCT 5.37+2.08 7.4742.78 21.27+6.48 41.07+4.85 14.00+0.31 34.37+3.13 21.03+2.73
SMHTNC 6.21+1.30 8.80+1.76 23.60+5.06 37.98+2.19 14.18+0.65 37.40%1.20 15.40+2.59*F
SPTX 7.82+0.66 10.40+0.87 27.50+2.04 34.90+0.53 13.57+0.74 37.07+1.08 23.70+3.70
P-valor 0.1819 0.2579 0.3682 0.0649 0.4309 0.1805 0.0264

RBC - glébulos vermelhos; HGB - hemoglobina; HCT - Hematdcrito; MCV - Volume Corpuscular Médio;
MCH - Hemoglobina Corpuscular Média; MCHC - Concentragcdo Média de Hemoglobina Corpuscular; RDW -
Largura de Distribuicdo de Células Vermelhas. CS- animais sem tumor, (A) CT - animais com tumor (grupo
controle tumor), tratados com PBS. NP animais com tumor, tratados com NpCit; NC animais com tumor,
tratados com NcSel; MHT animais com tumor, tratados com magnetohipertermia (MHT); MHTNC animais com
tumor tratados com MHT + NcSel; NPNC animais com tumor, tratados com NpCit + NcSel; PTX animais com
tumor, tratados com Paclitaxel. (B) SCT, SMHTNC e SPTX, grupos avaliados quanto a sobrevida, 30 dias ap0s
o0 tratamento, correspondendo aos grupos CT, MHTNC e PTX, respectivamente. Os dados sdo expressos como
média £ desvio padrdo. CS=CS,CT=CT,SP=SPTX,SC=SCTe (*)=p<<.05e (**) =p <.0L

No leucograma (Tabela 09), os resultados mostraram que 0s tratamentos causaram

aumento no numero de leucdcitos totais (WBC) significativamente nos grupos NP, NPNC e

PTX, comparados com o grupo sem tumor (CS). Da mesma forma, aumento significativo na

taxa de células médias (neutrofilo, baséfilos e eosinofilos) também foi observado nos grupos

NP, MHT e NPNC, quando comparado com CS. Por outro lado, o tumor e os tratamentos
(CT, NP, NC, MHT, MHTNC e PTX) causaram diminui¢do significativa da contagem

absoluta de linfocitos, comparados com o controle CS. Entre os grupos da sobrevida,

nenhuma diferenca foi observada para todos os pardmetros analisados. N&o foram observadas

diferencas significativas nos niveis de plaquetas em todos os grupos (controles e

experimentais). O hemograma evidenciou que 0s grupos tratados com MHT + NcSel

(MHTNC e SMHTNC) apresentaram exames mais proximos dos valores de referéncia

(comparagdo com o grupo CS) do que os demais grupos.
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Tabela 09. Leucograma e contagem de plaquetas em camundongos fémeas idosas portadoras de tumor com

diferentes tratamentos durante duas semanas e eutanasiadas 07 ou 30 dias depois

WBC W-SCR W-MCR W-LCR PLT
(x10%/L) (%) (%) (fL) (x10°/uL)
01 Semana
CS 2.00+0.72 64.13+6.67 32.8045.67 3.0742.90 1106.40+131.56
CcT 4.69+1.40 43.24%9.31**CS 54.69+10.62 2.07+2.09 1897.86+1447.02
NP 17.72415.66%*CS 20.7049.31**CT#xCS 77.88+8.83**CS 1.42+1.34 934.67+363.89
NC 4.42+1.73 32.98+9.7**CS 65.73+10.62 1.28+1.16 1159.33+223.73
MHT 6.25+1.74 29.02£9.45**CS 70.20£9.41**CS 0.78+0.55 1230.67+343.08
MHTNC 4.57+2.50 38.88:+6.92%*CS 59.13+7.03 1.98+1.91 1021.83+207.17
NPNC 9.46+5.99%*CS 26.40+15.02+CT *#*CS 71 43416 54**CS 2.17+1.99 1081.14+420.92
PTX 7.30£2,82%*C3 34.63+7.24**CS 63.64+7.21 1.73+1.18 1415.83+428.01
P-valor 0.0002 <0.0001 <0.0001 0.7076 0.1917
Sobrevida
SCT 11.70+8.01 15.27+5.75 78.43+3.77 6.30+7.37 1004.63+40.23
SMHTNC 7.36+8.56 40.68+24.34 55.22+24.42 4.10+2.63 855.25+700.95
SPTX 16.00+6.38 17.13+9.87 81.93+9.28 1.2740.81 1146.50+1019.45
P-value 0.3693 0.1394 0.1442 0.1842 0.3252

WABC - gldbulos brancos totais; W-SCR — Taxa de células pequenas (linfocitos); W-MCR — Taxa de células médias
(neutrdfilos, basofilos e eosindfilos); W-LCR - Taxa de células grandes (mondcitos); PLT - Contagem de
Plaquetas; g / DI - gramas por decilitro; fL - fentolitros; pg - picogramas. CS- animais sem tumor, (A) CT - animais
com tumor (grupo controle tumor), tratados com PBS. NP animais com tumor, tratados com NpCit; NC animais
com tumor, tratados com NcSel; MHT- animais com tumor, tratados com magnetohipertermia (MHT); MHTNC
animais com tumor tratados com MHT + NcSel; NPNC animais com tumor, tratados com NpCit + NcSel; PTX
animais com tumor, tratados com Paclitaxel. (B) SCT, SMHTNC e SPTX, grupos avaliados quanto a sobrevida, 30
dias apos o tratamento, correspondendo aos grupos CT, MHTNC e PTX, respectivamente. Os dados sao expressos
como média + desvio padrdo. CS=CS, CT =CT,SP=SPTX,SC=SCTe (*)=p<.05e (**) =p <.01.

5. 11 Niveis de TNF-a por ELISA

A presenca do tumor aumentou significativamente os niveis da citocina pro-

inflamatoria, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), como revelado quando o grupo tumor

sem tratamento (CT) foi comparado com o grupo controle sem tumor (CS) (Figura 22). No

entanto, todos os tratamentos diminuiram os niveis de TNF-a e¢ nio foram observadas

alteraces significativas em comparacdo ao grupo CS, apds os diferentes tratamentos.
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Figura 22. Niveis de TNF-o em camundongos fémeas idosas com tumor submetidos a diferentes
tratamentos. CS- animais sem tumor. CS animais sem tumor, (A) CT - animais com tumor (grupo
controle tumor), tratados com PBS. NP animais com tumor, tratados com NpCit; NC-animais com
tumor, tratados com NcSel; MHT-animais com tumor, tratados com magnetohipertermia (MHT);
MHTNC animais com tumor tratados com MHT + NcSel; NPNC animais com tumor, tratados com
NpCit + NcSel; PTX animais com tumor, tratados com Paclitaxel. Os dados sdo expressos como
média £ desvio padrdo e (*) = p <<. 05 e (***) = p <.001.

5.12 FragmentacOes de DNA

Os grupos tratados com NpCit (NP, MHT, MHTNC, NPNC) apresentaram
diminuigéo da fragmentacdo do DNA (Figura 23), significativamente menor para o grupo NP
(1,67 £ 0,43%) em relacdo aos grupos CT (5,807 + 2,90%), CS (7,497 £ 4,54%), NP (8,71 £
4,037%) e PTX (6,08 + 2,62%).
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Figura 23. Avaliagdo da fragmentacdo do DNA das células da medula dssea do fémur de
camundongos fémeas idosas com tumor submetidos a diferentes tratamentos. CS animais sem tumor,
(A) CT - animais com tumor (grupo controle tumor), tratados com PBS. NP animais com tumor,
tratados com NpCit; NC animais com tumor, tratados com NcSel; MHT animais com tumor, tratados
com magnetohipertermia (MHT); MHTNC animais com tumor tratados com MHT + NcSel; NPNC
animais com tumor, tratados com NpCit + NcSel; PTX animais com tumor, tratados com Paclitaxel
Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo e (*) = p <.05 e (**) = p <.0002
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6. DISCUSSAO

O ferro é um elemento importante para muitos processos biologicos (SIDDIQI et al.,
2016), tendo sido verificado que em quantidade elevada pode danificar estruturas lipidicas,
proteinas e DNA, causando graves danos ao tecido, ou mutagcdes (GROTTO, 2010). Por essa
razdo, Rodrigues et al. (2017) enfatizam que NPMs a base de Oxido de ferro poderiam
representar risco para 0s pacientes, devendo seu uso ser precedido por testes de
biocompatibilidade e biodistribuicdo, especialmente para pacientes idosos (SHARMA et al.,
2013).

A primeira etapa deste estudo foi realizada para comparar os efeitos da nanoparticulas
magnéticas revestidas com citrato (NpCit) em idosos (14-16 meses) e jovens (3-4 meses)
saudaveis, em relacio aos aspectos de biocompatibilidade e biodistribuicio. E bem conhecido
que a biocompatibilidade e a biodistribuicdo, bem como a eficacia em aplicacdes biomédicas,
dependem das interacbes de NPMs com biomoléculas e membranas celulares. Por sua vez,
essas interacOes dependem das caracteristicas fisico-quimicas das NPMs, com especial
relevancia para composicdo quimica, tamanho da particula, carga e cobertura da amostra,
conforme revisto por FENG et al. (2018) e SHARMA et al. (2013), além da prépria
metodologia de sintese das NPMs.

A caracterizacdo fisico-quimica dos dois lotes da NpCit mostrou que pode ser descrita
como uma amostra estavel com potencial biocompatibilidade e capacidade de realizar MHT
(BRUGIN, 2007; NEVES et al, 2017). Esta conclusdo foi fundamentada nas consideragdes
dispostas a seguir:

a) a amostra NpCit foi sintetizada por co-precipitacdo de Fe (II) e Fe (Ill), técnica
amplamente utilizada devido ao rendimento, propriedades magnéticas e biocompatibilidade
(SARASWATHY et al., 2014);

b) NpCit contém nanoparticulas de maghemita e € bem conhecido que as NPMs
baseadas em 6xido de ferro (magnetita e maghemita), amplamente testadas em aplicacGes in
vivo, tém mais vantagens que outras nanoparticulas (NPs) metalicas, em relacdo a
biocompatibilidade, estabilidade e capacidade de gerar calor quando submetidas a um campo
magnético alternado (NEVES et al., 2017; HU et al., 2018);

c) NpCit apresentou diametro descrito como ideal para a biocompatibilidade e eficacia
em procedimentos envolvendo MHT (BERRY; CURTIS, 2003; MIRANDA-VILELA et al.,

2011). Este diametro (10,8 nm) é suficientemente pequeno para opsonizagdo e liberacdo mais
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lenta do sistema reticulo endotelial (RES) (SINGH et al., 2006) e para atravessar membranas
bioldgicas, atingindo o alvo, a0 mesmo tempo em que € grande o suficiente para responder a
um campo magnético alternado e ndo sofrer rapidamente depuracdo renal (KUMAR et al.,
2011);

d) NpCit apresentou baixo indice de polidispersdo (PDI), resultado interessante, uma
vez que se considera que NPs monodispersas sdo mais capazes de apresentar 0 mesmo
desempenho repetidas vezes (FENG et al, 2018). Além disso, a NpCit apresentou diametro
hidrodinamico de 78,4 nm, e essa caracteristica, para alguns pesquisadores (FENG et al,
2018), pode fazer com que a captacao pelos macrofagos do figado e baco ndo seja tdo rapida
quanto a de NPs maiores que 100 nm;

e) Diferentemente dos fluidos magnéticos idnicos (FM) (LACAVA et al, 1999;
ESTEVANATO et al, 2011), as NPs sem coberturas apresentam instabilidade coloidal em pH
7, demandando o uso de revestimentos (FENG et al, 2018). A natureza quimica da cobertura
pode ser diferente dependendo da aplicacdo biomédica desejada (LACAVA et al., 2004). O
revestimento de nanoparticulas de maghemita com citrato (NpCit) promoveu a caracteristica
desejavel de estabilidade (ESTEVANATO et al, 2012). De forma similar, varios outros
revestimentos obtiveram sucesso, como a dextrana (LACAVA et al., 2002; MIRANDA-
VILELA et al.,, 2013), o DMSA (CHAVES et al., 2002, RUIZ et al., 2014), polifosfato
(CANDIDO et al., 2014), entre outros. A importancia da natureza do revestimento é destacada
guando as NPs com o mesmo nucleo foram revestidas com diferentes moléculas e os
resultados variaram desde aparente auséncia de toxicidade até toxicidade letal dependente da
dose (FENG et al, 2018). No entanto, Kumari et al. (2012) observaram que ratos Wistar
expostos a nanoparticulas de maghemita sem cobertura apresentaram patologias no figado,
rim e baco. Da mesma forma, nanoparticulas de magnetita injetadas pela veia caudal foram
acumuladas e causaram lesdes patoldgicas no bago apds 13 semanas pos-injecdo (PARK et al,
2015). Os dados mostram que 0 uso de citrato como revestimento para nanoparticulas de
maghemita puderam prevenir possiveis danos nos tecidos que as nanoparticulas de maghemita
ndo revestidas causaram. Além da estabilidade da amostra, o revestimento com citrato
melhorou a biocompatibilidade, como relatado anteriormente pela auséncia de efeitos sobre a
viabilidade celular peritoneal de camundongos ou efeito genotoxico para os eritrocitos da
medula 6ssea (BRUGIN; 2007; ESTEVANATO et al., 2011).

f) Outro fator também relacionado ao revestimento é a carga superficial. Particulas
carregadas negativamente, como a amostra NpCit, impedem a agregacdo de nanoparticulas

(LOMIS et al., 2016), sofrem menor depuracdo pelos macréfagos e, consequentemente, séo
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menos toxicos que NPs com carga positiva. NPs carregadas positivamente podem causar
ruptura de membranas celulares normalmente carregadas negativamente (XIAO et al, 2011),
enquanto particulas carregadas positivamente promovem a ligacdo a moléculas de opsonina,
levando a sua menor meia-vida no sangue (LOMIS et al., 2016). O mesmo lote da amostra
NpCit empregado na parte 1 deste trabalho foi caracterizado trés anos antes (NEVES et al,
2017) e as caracteristicas fisico-quimicas, especialmente os valores do potencial zeta e carga
superficial negativa foram mantidas, evidenciando sua estabilidade coloidal (MAMANI et al.,
2013; TIETZE et al., 2013), mesmo sob diferentes concentracdes e temperaturas (BONADIO
etal., 2017).

g) Além da estabilidade e biocompatibilidade potencial, a amostra também deve ser
capaz de realizar os procedimentos biomédicos desejaveis. Nesse sentido, a NpCit foi capaz
de produzir aquecimento quando exposta a um campo magnético alternado e, assim, realizar
magnetohipertérmica (MHT), como descrito previamente (NEVES et al, 2017).

Os resultados dos testes biolégicos encontrados no presente trabalho para 0s grupos
controles jovens e idosos foram estabelecidos como valores de referéncia. Uma das razdes €
porque valores de referéncia para camundongos Swiss idosas (a partir de 12 meses) nao foram
encontrados na literatura, mesmo ap6s pesquisa exaustiva. A outra razdo € devido ao fato de
que variaveis como idade, sexo, diferencas genéticas, dieta e condi¢des ambientais podem
influenciar o metabolismo dos animais alterando sua fisiologia, valores bioquimicos e
hematoldgicos (BARBOSA et al., 2017). Estudos em camundongos da linhagem Swiss e ratos
Wistar apresentaram valores diferentes em diferentes biotérios, e também em relacdo aos
dados da literatura, enfatizando a importancia do estabelecimento de valores de referéncia
para cada laboratério (CASTELO BRANCO et al., 2011). Lile, Tample e Florence (1996)
relataram ainda que a mesma metodologia realizada com diferentes equipamentos, pH e
temperatura de reacdo pode resultar em valores discrepantes.

Muitos sinais clinicos relacionados ao processo de envelhecimento em camundongos
ja estdo bem estabelecidos, como alopecia, dermatite, tremores, diarréia, peso, secre¢ao ocular
e edema (WHITEHEAD et al., 2014). Esses sinais foram pesquisados para comparar 0S
camundongos jovens e idosos, e verificar se a administracdo da amostra NpCit causaria ou
alteraria qualquer um desses parametros. Nenhuma alteracdo clinica significativa foi
observada entre animais jovens e velhos, nem entre os grupos administrados com NpCit e
seus respectivos controles. O peso médio dos animais mais velhos foi maior (embora néo

significativo) que o dos camundongos mais jovens, durante todo o tempo experimental, como



74

esperado para um processo natural de crescimento e envelhecimento (BARSHA; DENTON,;
MIRABITO COLAFELLA, 2016).

Entretanto, como esperado, os dados dos grupos controles idosos e jovens
apresentaram algumas diferencas biologicas que devem ser levadas em consideracdo nos
testes de toxicidade da NpCit nos animais.

A andlise bioquimica do sangue representa uma ferramenta importante para
investigacOes das alteracOes relacionadas ao envelhecimento e da toxicidade de um novo
medicamento ou agente terapéutico, como a NpCit, fornecendo dados relacionados com as
funcdes hepaéticas e renais. Disfuncbes no sistema hepatobiliar representam mais de 50% dos
eventos de toxicidade ocasionados por agentes quimicos (LEE, 2003) e séo tradicionalmente
avaliadas por medidas dos niveis séricos das transaminases, como Aspartato aminotransferase
(AST) e Alanina aminotranferase (ALT) (SUTHERLAND, 1989; QUIMBY; LUONG, 2007).
A AST, amplamente distribuida no organismo (DEWAR; ROWELL; SMITH, 1958), ndo foi
alterada pelo envelhecimento dos camundongos ou pelo tratamento com NpCit, sugerindo
auséncia de danos nas membranas citoplasmaticas e mitocondriais (SUTHERLAND, 1989).

Por outro lado, os animais idosos apresentaram menores niveis da enzima ALT que 0s
camundongos jovens, revelando possivel efeito da idade neste parametro. A ALT é produzida
em altas concentracdes no figado e a alteracdo dos seus niveis pode indicar possiveis lesdes de
células hepaticas (BRUCE; TODD; LE DUNE, 1958; DEWAR et al., 1958; ALMERSJO et
al., 1968; CHALIFOUX; LAGACE, 1969) e assim menor desempenho nas atividades de
desintoxicacdo e sintese de compostos digestivos, incluindo diminuicdo do numero
mitocondrial (SHEEDFAR et al., 2013). No entanto, a administragdo da NpCit teve efeito
oposto ao do envelhecimento, pois induziu aumento nos niveis da enzima ALT se tornando
iguais aos animais jovens.

Os niveis séricos de creatinina e ureia foram utilizados para avaliar a funcdo renal
(QUIMBY; LUONG, 2007). Segundo Janior, Cury e Gimenes (2012) ha diminuicdo da
filtracdo glomerular durante o envelhecimento devido a redugéo do fluxo sanguineo nos rins,
levando a aumento da creatinina e da ureia séricas (THRALL, 2007; WEINSTEIN;
ANDERSON, 2010). Estes valores sdo atualmente usados também como medida da funcéo
renal em relacdo a depuracdo de substancias exogenas, como NpCit (MOTTA, 2003). Por
outro lado, a diminuigéo da ureia sérica pode estar relacionada a insuficiéncia hepatica, ja que
este 6rgdo é responsavel pela producdo de ureia durante o catabolismo protéico (THRALL,
2007). Os resultados mostraram que ndo houve diferencas significativas nos niveis de

creatinina e ureia entre os grupos de idosos e jovens e, portanto, ndo evidenciou nenhum
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efeito da idade sobre a funcéo renal, um achado importante em relacdo ao estado de salde dos
animais ndo portadores de tumor empregados neste estudo. A NpCit ndo teve efeito nos niveis
de creatinina, mas levou a uma reducdo temporaria dos niveis de ureia em animais idosos e
jovens, tendo o efeito nos animais idosos surgido mais rapidamente (IN1) do que o observado
nos grupos jovens (JN7).

Os efeitos da idade ou a toxicidade da NpCit foram investigados também por meio dos
niveis de albumina e LDH. A albumina, proteina sérica abundante produzida no figado, é
responsavel por regular o volume sanguineo, mantendo a pressdo oncética (FARRUGIA,
2010). Neste estudo, o nivel de albumina apresentou-se menor em idosos do que em animais
jovens, um possivel sinal de doenca renal ou hepéatica compativel com o processo de
envelhecimento. No entanto, outros parametros relacionados a funcdo dos rins estavam
normais, sugerindo que este 6rgéo estava funcionando adequadamente.

A LDH é uma enzima amplamente distribuida no organismo, incluindo sangue,
musculos, cérebro, rins e pancreas. Ndo foram observadas diferencas significativas nos niveis
de LDH entre os grupos de idosos e jovens, nem ap6s o tratamento com NpCit, indicando que
ndo houve danos nos tecidos do corpo nem producdo excessiva de radical livre relacionada
com o envelhecimento ou tratamento com NpCit.

O hemograma é outra ferramenta relevante para identificacdo de toxicidade e de
processos patoldgicos, como infeccdo, inflamacdo, alergia, anemia (MIRANDA-VILELA et
al, 2013), incluindo alteracGes relacionadas ao envelhecimento ou devidas a exposi¢do a
novos materiais, como NpCit. Os resultados mostraram menor contagem de linfécitos e maior
contagem de células mieloides nos idosos em compara¢do com 0s jovens, em conformidade
com dados da literatura (JUNIOR; CURY; GIMENES, 2012; L1 et al. (2018).

Linfocitos compreendem uma populacdo celular heterogénea que é crucial para a
resposta imune (THRALL et al, 2007) e a diminuicdo da imunidade dependente de linfdcitos
pode aumentar o estresse oxidativo (AMES; SHIGENAGA; HAGEN, 1993), além de
fomentar as doengas relacionadas ao envelhecimento, como cancer, neuropatias, entre outros
(MIRANDA-VILELA et al, 2013; 2014). Notavelmente, essas diferencas relacionadas a
idade, aumento da contagem da taxa de células mieloides e diminuicdo da taxa de linfécitos,
foram ainda mais pronunciadas apds exposi¢do dos camundongos fémeas idosas a NpCit. Ao
mesmo tempo, a NpCit ndo afetou as populacdes de leucocitos em grupos jovens,
evidenciando um aspecto importante a ser levado em conta nas aplicagdes de nanoparticulas

nos pacientes idosos.
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Por outro lado, células mieldides podem ajudar na fagocitose das NPs e seu aumento,
observado nos animais idosos, poderia explicar porque o aumento de ferro no sangue sé foi
observado até o primeiro dia apés a injecdo de NpCit.

A andlise do eritrograma mostrou varias diferencas relacionadas ao processo de
envelhecimento. Entretanto, a amostra NpCit ndo introduziu novas alteracGes nos parametros
do eritrograma nos grupos dos idosos, embora tenha induzido aumento significativo, mas
temporario de eritrocitos nos animais jovens, sem aumento concomitante do ferro sérico
(ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).

As citocinas pré-inflamatoérias TNF-a e NO foram moduladas apos a injegdo de NpCit.
A amostra foi capaz de induzir diminuicdo temporaria nos niveis de TNF-a, tanto no grupo de
idosos, quanto nos jovens, em comparagdo a seus respectivos controles ndo tratados. TNF-a,
estd frequentemente aumentado em idosos e pode estar associado aos mecanismos
desencadeantes de doencas tipicas da idade, bem como associados a processos inflamatdrios
(EWERS; RIZZO; FILHO, 2008). Por sua vez, o 6xido nitrico (NO), molécula sinalizadora
envolvida em muitos processos fisiologicos e patoldgicos, pode ter acbes opostas, como dano
ou protecdo de células durante a resposta inflamatoria (HABIB; ALI, 2011). Neste estudo, 0s
niveis de NO estavam menores nos camundongos ndo tratados, apesar do maior nimero de
fagdcitos observados nesses animais, tratados ou ndo com NpCit (HABIB; ALI, 2011). Niveis
baixos de producdo de NO também séo tipicamente indicativos de danos ao figado e podem
aumentar o risco de varias doencas associadas a individuos mais velhos. A NpCit ndo afetou a
producdo de NO em camundongos fémeas idosas, mas induziu uma reducdo temporaria dos
niveis de NO em camundongos jovens em compara¢do com camundongos nao tratados. Em
um estudo anterior, a neurotoxicidade induzida por NPs foi correlacionada a producao
aumentada de NO (SHARMA et al., 2013), indicando que diferentes NPs podem apresentar
acOes distintas nos organismos.

A Dbiodistribuicdo representa ferramenta valiosa para investigar o comportamento
biolégico das NPMs dependente do tempo, rastreando a localizacdo das nanoparticulas,
elucidando sua disponibilidade para os sistemas biologicos, bem como as vias de eliminag&o.
Nesse contexto, a biodistribuicdo é importante para avaliar o efeito de nova abordagem
terapéutica ou 0 uso de uma nova amostra, especialmente em condic¢des bioldgicas em que 0s
efeitos dos medicamentos sdo pouco compreendidos, sobretudo em organismos idosos.

Vérias técnicas sdo altamente Uteis para investigar a biodistribuicdo das NPMs, tais
como técnicas espectroscopicas e analises morfoldgicas (LACAVA et al., 2004; TEDESCO et
al., 2003; KUCKELHAUS et al., 2005; ESTEVANATO et al, 2012; POLLER et al., 2018).
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Devido as condicBes severas de preparacdo da amostra para a espectroscopia Optica, essa
técnica quantifica a concentracdo exata dos componentes liberados das nanoparticulas, ao
invés das nanoparticulas intactas. Esta bem estabelecido que o excesso de ferro, como o ferro
proveniente das NPs, é depositado gradativamente em varios 6rgdos (NALLATHAMBY et
al., 2015; HAN et al., 2018), mas principalmente no baco e no figado (CANCADO, 2007;
RODRIGUES et al, 2017), corroborando os achados do presente estudo em animais idosos e
jovens. O baco e o figado séo os 6rgdos onde a maioria dos macrofagos reside, e isso poderia
explicar por que eles sdo o principal alvo das NPs (FENG et al, 2018).

Quantidades aumentadas de ferro foram detectadas pelo ICP-OES ou visualizadas em
microscopia de luz até o Gltimo dia (28 dias) desta investigacdo. De fato, a biodegradacdo e a
depuracdo de NPs no figado e no baco podem variar expressivamente, tendo sido descritas
desde as que ocorrem relativamente lentas (> 2 semanas) (FENG et al, 2018), até as
aparentemente completas em 28 dias (POLLER et al, 2018), ou mesmo aquelas que se
estendem por mais de seis meses (ESTEVANATO et al, 2012).

No entanto, algumas diferencas importantes na biodistribuicdo de ferro relacionadas a
idade foram encontradas. Embora a quantidade de ferro detectada pelo ICP-OES no sangue de
animais idosos do grupo controle tenha sido ligeiramente menor que a do grupo controle
jovem, todos os 6rgdos (baco, figado, rim, pulmdo e cérebro) dos idosos apresentaram
concentracdo maior de ferro do que os animais jovens.

Além disso, NpCit levou a biodistribuicao de ferro completamente diversa nos animais
idosos e jovens. A maior concentracdo de ferro no figado aos 28 dias apds a injecdo, em
relacdo aos seus respectivos controles, foi o Gnico ponto de concordancia entre os dois grupos
de animais. Esse € um aspecto importante, pois varias doencas estdo associadas a alteracbes
no metabolismo do ferro (CRIELAARD et al., 2017) e devem ser consideradas na
investigacdo da biodegradacdo de nanoparticulas de Oxido de ferro usadas como agente
diagnostico ou terapéutico para diversas doencas, principalmente em organismos mais velhos.

A analise morfolégica em microscépio de luz apos a coloracdo com azul da Prussia é
valiosa para detectar a presenca de ferro extra liberado das NPMs ou aglomerados de NPMs
nos Orgaos, como descrito para as NPMs revestidas com dextrana (LACAVA et al., 2002;
ESTEVANATO et al, 2012), DMSA (CHAVES et al., 2002), magnetolipossomas (LACAVA
et al., 2004), ou com &cido poliaspartico (SADEGHIANI et al., 2005). Neste trabalho, similar
aos achados do ICP-OES, o ferro enddgeno e NPs de maghemita foram detectados ao

microscopio de luz e visualizados principalmente no baco, figado e em menor quantidade nos
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pulmdes. Estes dados estdo também em conformidade com os relatados por Pradhan et al.
(2006) e Tietze et al. (2013), mesmo quando as NPs foram administradas por via intravenosa.

O actmulo de ferro no bago, como esperado, foi detectado mesmo nos camundongos
controles ndo tratados, tanto idosos como jovens, indicando a presenca de ferro enddgeno
(ESTEVANATO et al., 2012), uma vez que os macrofagos da polpa vermelha do bago estdo
diretamente envolvidos no mecanismo de destruicdo dos eritrocitos e reabsor¢do de ferro
(LACAVA et al., 2004; KHANDHAR et al., 2013).

Como ja mencionado, uma preocupacdo geral em relacdo as aplicacdes de NPMs € a
possibilidade de dano celular por sobrecarga de ferro. No entanto, sinais de dano estrutural,
como necrose ou inflamacg&do, ndo foram observados em todos os 6rgdos investigados durante
todo o periodo do estudo (RAMAIAH, 2007), mesmo na presenca de maior concentracdo de
NPMs em alguns 6rgdos (ESTEVANATO et al, 2012), até 28 dias ap0s a injecdo
intraperitoneal das amostras do fluido magnético contendo NpCit.

As alteragdes histoldgicas podem atestar processos graves, como inflamagao, necrose
ou alteracdes estruturais permanentes que refletem alteracdes de longo prazo. Uma vez que
ndo foi encontrada nenhuma alteracdo histoldgica nos diversos oOrgdos analisados,
relacionados ao processo de envelhecimento, deduz-se que as alteracfes hematoldgicas e
bioquimicas observadas nos animais idosos ndo ocorreram durante o periodo minimo
necessario para transformar os tecidos dos 6rgdos e produzir alteragGes visiveis a microscopia
de luz. Por sua vez, nos animais idosos tratados com NpCit também nao se constataram
alteracdes histologicas. Ainda que a maioria das alteracbes bioquimicas e hematoldgicas
nestes animais tenham sido temporarias, as variagdes nas populacdes de leucdcitos e na
biodistribuicdo de ferro ainda estavam presentes no 28° dia apds a exposi¢do a NpCit. A
presenca de NPMs ou de seus derivados ndo necessariamente leva a alteragfes histologicas,
como verificado em camundongos jovens expostos a uma dose Unica de NPs de magnetita
revestidas com dextrana. Nestes animais, ferro em quantidades aumentadas foi observado por
um longo periodo (6 meses) no figado e no baco (ESTEVANATO et al, 2012).

A evidéncia histolégica de auséncia de efeitos toxicos graves da NpCit representa um
achado relevante. No entanto, dados obtidos de testes bioquimicos e hematoldgicos
mostraram alteracdes que, apesar de leves e temporarias, devem ser consideradas no tocante a
deciséo sobre a toxicidade / biocompatibilidade, seguranca da amostra e subsequente uso em
aplicacbes biomédicas. De fato, estudos mostraram que animais mais velhos sdo mais
suscetiveis aos efeitos adversos das nanoparticulas em comparagdo com 0s animais jovens
(LI; ZHANG; YAN, 2014). A inalacdo de nanoparticulas de SiO2 em condigdes idénticas
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causou mais danos cardiovasculares e pulmonares em ratos idosos do que em animais jovens
(CHEN et al., 2008).

Sharma et al. (2013) mostraram que ratos tratados com nanoparticulas de aluminio ou
cobre apresentaram neurotoxicidade em comparacdo com seus controles, mas 0S grupos
etarios mais velhos (30 a 35 semanas) exibiram maior neurotoxicidade que os ratos adultos
jovens (18 a 20 semanas), sugerindo que os idosos sdo mais vulneraveis a danos cerebrais
induzidos por nanoparticulas. Além disso, camundongos fémeas idosas apresentam maior
permeabilidade intestinal e consequentemente maior absor¢do de NPs, maior deposicéo
hepética e entdo mais lesbes hepéticas, que podem culminar em um aumento do estresse
oxidativo e niveis de inflamacdo ap6s a administracdo de NPs (WEI et al, 2016). Em
consonancia com a necessidade premente de mais estudos em idosos, testes de eficacia
terapéutica foram realizados na segunda etapa deste estudo.

A necessidade de desenvolvimento de alternativas terapéuticas para idosos surge do
fato de que o envelhecimento, conforme ja mencionado, é um fenémeno multifatorial em que
a instabilidade do genoma, alteracbes epigenéticas e fatores de transcricdo afetam
negativamente o metabolismo celular, bem como a capacidade das células em reparar defeitos
no DNA (LAGUNAS-RANGEL, 2018). Além disso, a diminuicdo da atividade mitocondrial
e da eficiéncia do sistema imunitario adaptativo também é observada em organismos idosos.
Em conjunto, esses aspectos aumentam o risco de desenvolvimento de neoplasias e podem
explicar porque a incidéncia de cancer de mama aumenta com a idade, sendo 30% maior em
pacientes de 70 anos ou mais (CHANG et al., 2018; HASTY; VIJG, 2002).

Sabe-se que quase 50% das mortes por carcinoma de mama ocorrem em pacientes
idosas (ORUCEVIC et al., 2015) e que nas mesmas, 0s tratamentos tradicionais ocasionam
maior toxicidade (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2016). Adicionalmente, conforme
supracitado, ndo existem padrdes bem estabelecidos para os tratamentos das neoplasias,
especialmente do cancer de mama em pacientes com idade superior a 65 anos. Os
procedimentos terapéuticos adotados ficam sujeitos aos critérios do oncologista, que leva em
consideracdo os possiveis efeitos adversos advindos do tratamento, mas que devido aos
escassos estudos em idosos, podem representar tratamento inadequado das pacientes
(KARUTURI; VANDERWALDE; MUSS, 2016; ORUCEVIC, 2015). E notdrio que o0s
programas de cancer de mama em todo o mundo dificilmente incluem mulheres idosas
(DALMASSO et al., 2018; HERRERA et al., 2018).

Neste sentido, desenvolver pesquisas com alternativas terapéuticas, como a

representada pela nanotecnologia usando como modelos organismos idosos portando tumores



80

é, portanto, bastante relevante. Em consonancia, na segunda etapa desse trabalho, a
combinacdo da MHT usando NpCit e da quimioterapia com NcSel para o tratamento do
adenocarcinoma mamario foi testada, pioneiramente, em camundongos fémeas idosas da
linhagem Swiss (13-14 meses de idade).

Descrita como uma promissora ferramenta terapéutica, a MHT tem proporcionado
excelentes resultados (NEVES, et al., 2017; ESTEVANATO, et al., 2012; CANDIDO et al.,
2014). Alguns estudos tém ressaltado o uso da MHT como adjuvante da quimioterapia ou
radioterapia. Kossatz et al. (2015) demonstraram que a MHT mediada por NPMs carregadas
com Doxorrubicina foram eficazes no tratamento do tumor de mama em camundongos.
Mahmoudi et al. (2018) reportam excelentes resultados da hipertermia magnética combinada
com a radioterapia no tratamento do glioblastoma em humanos. Kobayashi et al. (2014)
demonstraram que a MHT foi capaz de induzir a expressdo de proteinas de choque térmico
(PCT) no interior e ao redor do tecido tumoral, 0 que causou a resposta imune especifica e
sistémica ao tumor, sugerindo que a MHT é eficaz ndo apenas no tratamento dos tumores
expostos ao tratamento térmico, mas também nos tumores metastaticos situados em locais
distantes. Em um estudo de coorte, a MHT mediada por nanoparticulas de Fe3O,4 (12 nm)
revestidas com aminosilano, foi testada clinicamente em combinagdo com radiagcdo para
tratamento de glioblastomas em 59 pacientes recorrentes, tendo o resultado revelado maior
sobrevida com menores efeitos adversos quando comparados com o0s tratamentos
convencionais ou 0s mesmos tratamentos realizados separadamente (MAIER-HAUFF et al.,
2011).

Em concordancia com estas informacGes, no presente estudo a administracdo
simultanea do NcSel, levou ao aumento da eficAcia da MHT na terapia antineoplasica com
baixos efeitos adversos (KOTHAMASU et al.,, 2012; DOMINIAK et al., 2017), como
demonstrado pelas analises clinicas, bioquimicas, hematologicas e imunologicas.

O Selol é um doador de selénio e agente antioxidante, apresentando menor toxicidade
que outros suplementos a base de selénio, como o selenito de sodio, sem atividade mutagénica
e com acdo reguladora de citocinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF-a, IFN-y) (FLIS et al., 2015;
DOMINIAK et al., 2017). Sochacka et al. (2018) mostraram que a administragdo de Selol
aumenta a protecdo contra o estresse oxidativo e aos danos ao DNA e RNA, reduzindo o risco
de desenvolvimento de cancer. Entretanto, além de sua atividade antioxidante, o Selol atua
também como pré-oxidante, especialmente junto com outros quimioterapicos ou com a
radioterapia, danificando as células tumorais e ativando o mecanismo apoptético
(DOMINIAK et al., 2017).



81

Sochacka et al. (2014), demonstraram que a suplementagédo com Selol inibiu a acdo da
enzima antioxidante tiorredoxina redutases (TrxRs), no plasma tendo um efeito pro-oxidante.
Este efeito é interessante se considerarmos que as células tumorais circulantes (CTCs) sao
células cancerosas oriundas do tumor primario que se encontram na circulacdo sanguinea
(LOWE et al., 2015). As CTCs representam um estdgio intermediario na disseminagdo
metastatica (AZEVEDO et al., 2015), cujas maiores concentra¢fes estdo relacionadas a um
pior prognostico. Dessa forma o efeito pro-oxidante no sangue oriundo da administracdo do
Selol nanoencapsulado, poderia diminuir a viabilidade dessas células evitando a formacéo de
mestastases.

De fato, a nanoencapsulacdo de Selol induziu efeitos citotoxicos em linhagens de
células de cancer de mama (Estevanato et al, 2012) e em células de adenocarcinoma pulmonar
A549 De Souza et al., (2014), além da reducdo de adenocarcinoma de pulmdo em
camundongos, associada a baixa toxicidade sistémica e biocompatibilidade (De Souza et al.,
2015). O Selol nanoencapsulado pode levar ao aumento na eficacia como agente
anticancerigeno, principalmente pela possibilidade de direcionamento especifico para o tumor
(KOTHAMASU et al., 2012), como verificado por Ganassin et al. (2018) com nanocapsulas
de Selol com doxorrubicina.

Nossos dados demonstraram que a associacdo entre hipertermia magnética mediada
por NpCit associada a NcSel reduziu significativamente o volume tumoral, especialmente em
relacdo ao controle ndo tratado e ao grupo tratado com PTX. Notavelmente, os animais
tratados ndo apresentaram metastases para os linfonodos e 6rgdos importantes como baco,
figado, rins e pulméo, 30 dias ap6s o tratamento.

Estes resultados séo interessantes, levando em consideragdo a agressividade do tumor
de Ehrlich que, implantado na mama, cresce rapidamente e forma metastases, especialmente
para os linfonodos e pulmdes (MINN et al., 2005; MIRANDA-VILELA et al., 2011). Estes
resultados evidenciam o efeito sinérgico da MHT e da NcSel. Sochacka et al. (2018)
destacaram que enquanto a administracdo de Selol aumenta a atividade das enzimas
antioxidantes Glutationa peroxidase (GPx) e Tiorredoxina redutase (TrxR), especialmente no
figado e pulmado, e controla os niveis de citocinas pro-inflamatérias, a hipertermia magnética
induz danos as células tumorais e causa desnaturacdo de proteinas do citoesqueleto,
resultando em processos de degradacéo e apoptose (SOHAIL et al., 2017). De fato, Prasad et
al. (2007) mostraram que, apos sessbes de MHT, células apresentaram ruptura significativa
dos citoesqueletos de actina e tubulina, formando bolhas de varios tamanhos, caracteristicas

observadas em celulas em apoptose. Além disso, diversos trabalhos demonstraram que ambos
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o0s tratamentos ativam o sistema imunolégico (KOSSATZ et al., 2015; KAUR et al., 2017;
DOMINIAK et al., 2017; HUANG; ROSE; HOFFMAN, 2012).

Adicionalmente, analises bioquimicas, imunologicas e hematoldgicas, especialmente
das transaminases (ALT e AST), mostraram que 0s grupos tratados com as terapias
combinadas tinham resultados mais semelhantes ao grupo controle sem tumor (CS) do que os
grupos, controle tumoral e tratados com NpCit, MHT e NcSel, separadamente. Além disso, 0s
grupos de tratamentos separados, incluindo o do paclitaxel, em comparacdo ao grupo CS,
aumentaram significativamente a contagem total de leucdcitos, principalmente das células
médias (neutrdfilos, basofilos e eosinofilos), caracteristica associada a um pior progndstico
em diversos tumores (CHO et al., 2009). Templeton et al. (2014), em um trabalho de reviséo,
destacaram que a inflamacdo desempenha papel importante na progressédo do cancer, e a alta
relacdo entre neutréfilos e linfocitos (RNL) estd associada com menor sobrevida em muitos
tumores sélidos. Em conformidade, Jia et al. (2015) apontaram que um RNL elevado estava
associado com menor sobrevida livre de doenca e maior mortalidade no subgrupo de
pacientes com cancer de mama triplo negativo, do que aqueles com menor RNL. Estes
resultados sugerem o uso da RNL como um biomarcador prognoéstico de neoplasia mamaria.
Além disso, Pileczki et al. (2013) destacaram que 0 TNF-a esta envolvido na promogdo e
evolugdo do cancer de mama, especialmente nas células de cancer de mama triplo-negativo,
blogueando 0s receptores de estrogénio e progesterona. Estas caracteristicas mostram
semelhanca entre o tumor Ehrlich e o subtipo mais agressivo de tumor de mama humano.

Frajacomo et al. (2016) evidenciaram que uma das caracteristicas biologicas da
caguexia, debilitacdo organica associada ao estagio terminal no carcinoma sélido de Ehrlich, é
0 aumento significativo dos niveis do pro-inflamatorio TNF-a (07 vezes mais que o controle).
Em acordo, nossos resultados mostraram aumento significativo (3,6 vezes maior) nos niveis
de TNF-a nos animais do grupo controle portadores do tumor de Ehrlich ndo tratados em
comparag¢do com o grupo sem tumor. Entretanto, o tratamento com MHT associado a NcSel
efetivamente diminuiu os niveis de TNF-a ¢ promoveu melhora clinica e aumento da

sobrevida, evidenciando os bons resultados dessas terapias combinadas.
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CONCLUSOES

A amostra NpCit, composta por nanoparticulas de maghemita recobertas por citrato,
apresentou alta estabilidade coloidal e biocompatibilidade adequada para uso biomédico,
como revelado por suas caracteristicas fisico-quimicas e confirmado pelos testes biologicos.

A amostra NpCit induziu efeitos idade-dependentes nos camundongos. Nos animais
jovens ela causou alteracGes bioguimicas e hematoldgicas leves e temporarias, como as dos
niveis da albumina e da ureia e pard@metros da hemoglobina. As alteracbes do processo natural
de envelhecimento dos camundongos eram mais numerosas e profundas do que as causadas
nos jovens pela NpCit. Camundongos idosos foram mais suscetiveis aos efeitos da NpCit que
eram ora sinérgicos (leucocitos), ora opostos (eritrocitos, albumina, niveis de TNF-a e de NO)
aos efeitos do envelhecimento. Alteracdes clinicas detectaveis, tais como disfuncéo intestinal,
alopecia, perda significativa de peso ou altera¢fes histoldgicas ndo foram observadas, quer
em funcao da idade, quer em funcao do tratamento com NpCit. Estes resultados evidenciam a
biocompatibilidade da amostra NpCit e seu potencial para aplica¢des biomédicas.

A distribuicdo do ferro end6geno ou advindo da administracdo de NpCit foi também
idade-dependente e mostrou diferentes padrdes até o final do experimento, conforme
detectada por métodos espectrométrico e morfoldgico.

As diferencas entre idosos e jovens nos testes de biocompatibilidade e biodistribuicao
de NpCit enfatizam a necessidade de mais estudos performados por periodos de tempo mais
longos para melhor estender os beneficios da nanotecnologia para a populagéo idosa.

Um interessante efeito sinergético foi observado através do uso da MHT mediada por
NpCit associada a quimioterapia por NcSel que inibiu efetivamente o crescimento do tumor
de Ehrlich em camundongos idosos, e interessantemente previniu metastases para 0S
linfonodos, rins e pulmdes, com Otimos resultados clinicos, como verificado através das
observagdes clinicas e histopatoldgicas 45 dias ap6s a inducdo tumoral, apesar da
agressividade do tumor. Além disso, as terapias combinadas preveniram danos ao figado, rins
e controlaram o processo inflamatdrio sistémico, avaliados por meio de exames bioquimicos,
hematoldgicos e imunoldgicos. Dessa forma, os achados mostraram o grande potencial dessas

terapias, para uso futuro em pacientes idosas com cancer de mama.
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