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Resumo

O Cancer de mama é uma doenca heterogénea com diferentes perfis
moleculares, apresentando metastases em 6rgaos como pulmdes e 0ssos. As
metdstases sdo responsaveis pela reducdo da qualidade de vida, maior
necessidade de atendimento hospitalar e € a principal causa de morte. A terapia
convencional utiliza de estratégias medicamentosas associadas a cirurgia e
radioterapia, o principal objetivo € o combate as células cancerosas e a reducao
da inflamacédo provocada pelo tratamento. A terapia adjuvante que é utilizada
para controle do processo inflamatério promove a perda 6ssea, impactando na
progressao tumoral, uma vez que o tecido 0sseo € reservatorio de fatores de
crescimento e moléculas importantes para o estabelecimento de células
cancerosas em sitios metastaticos. A fim de minimizar efeitos adversos em
orgaos livres de tumor e assim prevenir o surgimento de metastases 0sseas, a
nanobiotecnologia € empregada através da utilizacdo de nanoparticulas lipidicas
sélidas contendo doxorrubicina. O tratamento nanoestruturado apresentou
prevencao da perda 6ssea em estudos prévios e estd sendo estudado sobre sua
capacidade de modular a diferenciacéo de células do tecido 6sseo assim como
prevenir a reducdo da densidade mineral 6ssea em modelo experimental de

cancer de mama em camundongos.

Palavras chave: cancer de mama; perda 6ssea; quimioterapia; doxorrubicina.



Abstract

Breast cancer is a heterogeneous disease with different molecular profiles,
with common metastase sites such as lungs and bones. Metastases are
responsible for poor life quality, and hospital care and are the leading cause of
death by breast cancer. Conventional drug therapy is associated with surgery
and radiotherapy, the main goal is to kill cancer cells and reduce inflammation
caused by the treatment. Adjuvant therapy is used to control the inflammatory
process and, unfortunately, promotes tumor progression since bone tissue is a
reservoir of growth factors and important molecules to establish cancer cells in
metastatic sites. Nanobiotechnology is important to minimize the adverse effects
on tumor-free organs and thus prevent the promotion of bone metastases through
solid lipid nanoparticles of doxorubicin. The nanostructured treatment presented
bone loss prevention in previous studies and was analyzed for its ability to
modulate differentiation of bone cells and bone mineral density conservation in

experimental mice models for breast cancer.

Keywords: breast cancer; bone loss; chemotherapy; doxorubicin.
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Introducéo

O cancer de mama € uma doenca heterogénea com diferentes perfis
moleculares, essa heterogeneidade € responsavel pela dificuldade na
determinacdo do prognostico, sobrevida, probabilidade de reincidéncia e
disseminacéo de metastases % 2. A metastase do cancer de mama pode ocorrer
nos pulmdes, ossos, figado e cérebro, onde o 0sso é o mais frequente %3 e o
cérebro em ultimo lugar, o tempo de vida médio do paciente com metastase
6ssea é de 36 meses, ja para a metastase cerebral, o tempo cai para 8 meses .
A metastase 0ssea é frequente em 70% dos pacientes com cancer de mama em

estagios avancados, sendo assim um alvo terapéutico e de pesquisa % 4.

Na teoria do Seed and Soil apresentada por Paget em 1889 6, uma célula
cancerosa (semente) é dependente de um microambiente tumoral (solo)
favoravel, a presenca de RANKL no tecido 6sseo age como 0 solo necessario
para o estabelecimento da metastase do cancer de mama e a sua auséncia
prejudica a progressédo tumoral ® 7. A interagdo de células tumorais para a regiéo
0ssea, com a consequente modulacdo do sistema imunitario e promocao de
metastases proporciona um microambiente favoravel para a reabsorcéo 0ssea a

fim da exploracéo de fatores de crescimento e outros nutrientes ’: 8,

A terapia convencional do cancer de mama consiste em diferentes
estratégias comumente associadas, o0s tratamentos mais comuns sao a cirurgia,
quimioterapia, radioterapia, imunoterapia e hormonioterapia °. Devido a
heterogeneidade da doenca, muitas vezes 0 paciente passa por inameros
tratamentos a fim de evitar o surgimento de metastases, essas responsaveis por

90% das mortes de cancer de mama 4 °.

Para o tratamento da perda 6ssea relacionada ao cancer de mama
bisfosfonatos sdo utilizados na clinica, mas apresentam diversos efeitos
adversos raros, como osteonecrose, fraturas e disfuncdes renais 3 10 1% 12: 13,
Além do uso de bisfosfonatos, ha suplementacdo com calcio e vitamina D e a
utilizacdo de anticorpos monoclonais para prevencao da perda 0ssea, tendo

como principal alvo o RANKL 3 12 14,



Um dos principais objetivos do tratamento da metéastase 0ssea, além da
eliminacdo do tumor, é o aumento do tempo de sobrevida do paciente,
prevenindo complicacdes a longo prazo. No caso da quimioterapia, o paciente
pode enfrentar cardiopatias, menopausa prematura, o0sSteoporose,

enfraguecimento esquelético entre outros efeitos 15 16: 17,

A doxorrubicina é uma antraciclina amplamente utilizada na clinica como
quimioterapico para o combate de cancer sélido e alguns tipos de leucemia 8 1%
20; 21 Possui alguns mecanismos de acdo elucidados, onde o farmaco
desestabiliza a membrana, interage com a topoisomerase Il, intercala DNA e
também leva ao estresse oxidativo 2% 21, sendo assim, a doxorrubicina é eficiente
para o combate de células cancerosas, ja que essas possuem alta taxa de
replicacdo e a acdo do farmaco provoca danos irreparaveis que levam as células

O tratamento com doxorrubicina apresenta muitos efeitos adversos,
agudos, a longo prazo e severos, como por exemplo: nauseas, arritmia,
mielossupresséo, danos ao coracdo, figado, esqueleto e cérebro & 22 2425 Qs
danos da doxorrubicina no tecido 6sseo sdo responséaveis pela modulagcéo do
metabolismo para a reabsorcao 6ssea, promovendo a perda 6ssea e reduzindo
a densidade mineral 6ssea (BMD) %24, Ainda, corticosteroides usados pra aliviar

efeitos da doxorrubicina também, levam a perda 6ssea 26.

A fim de sobrepor as falhas do tratamento convencional da quimioterapia,
a nanobiotecnologia é utilizada como ferramenta para a modulacdo da
farmacocinética e farmacodinamica de farmacos 2’. As nanoestruturas para o
tratamento de céncer tém sua eficacia baseada principalmente no Efeito de
Retencdo Aumentada (EPR) 27 28, onde a nanoestrutura contendo o farmaco
permeia do sistema circulatorio para o0 microambiente tumoral e
consequentemente para o interior das células cancerosas, essa permeacao €
permitida pela maior fenestragdo nos capilares defeituosos da angiogénese
tumoral, onde h& a entrada faciltada para o intersticio tumoral e o

aprisionamento da nanoestrutura %’.

Ao se encontrar aprisionada no microambiente tumoral e também no

interior das células, o farmaco é liberado das nanoestruturas com menor



distribuicdo para 6rgéos e tecidos sem a presenca de tumor 2% 2°. Por ser
baseado em um processo de angiogénese disfuncional durante a progressao
tumoral, o efeito EPR apresenta heterogeneidade, permeacdes diferentes entre
tipos tumorais e seus metabolismos 2% %, O efeito EPR vem sendo questionado
em relagcdo a quantificacdo da entrega de farmacos na regido tumoral,

apresentando apenas 7% em uma metandlise realizada em 2016 .

A associacdo da doxorrubicina com uma nanoparticula lipidica sélida
promove as vantagens do direcionamento do tratamento, reduzindo os efeitos
adversos, garantindo a eficacia do tratamento e promovendo melhor sobrevida
nos pacientes tratados. Para a avaliacdo da prevencdo da perda 6ssea com o
tratamento do cancer de mama com uma nanoparticula lipidica solida contendo

doxorrubicina, a experimentacdo pode ser realizada em estudos pré clinicos.

Em estudos prévios do grupo de pesquisa no qual este trabalho foi
executado, foi observada, através de tomografia, a diferenca entre densidade
0ssea em camundongos Balb/c tratados com doxorrubicina livre quando
comparada com o tratamento nanoestruturado. Além da prevencédo da perda
0ssea, também foi observado o potencial da prevencdo da metastase pulmonar
com Nanoparticula lipidica solida (NLS) contendo docetaxel e nanoemulsdo

contendo doxorrubicina 31 32:33: 34,

Para a realizacdo de estudos sobre densidade 6ssea e disseminagéo de
metastases 3°, o imageamento in vivo € uma ferramenta essencial que garante
a maior visualizagdo de fendmenos dentro de um so individuo, a analise &
realizada com o animal vivo em anestesia, descartando a necessidade de

eutanasia dos grupos de animais para avaliacéo ex vivo 6.

A unido de experimentagcdes in vitro, ensaios pré-clinicos com
camundongos e a avaliacdo de estruturas com microscopias de alta resolucdo
garantem um delineamento experimental potente e capaz de oferecer resultados
satisfatorios para a elucidagdo dos efeitos da doxorrubicina nas metastases
osseas do cancer de mama e como a nanobiotecnologia pode interferir nesses

efeitos adversos, promovendo a prevencao da perda 6ssea.



Referencial Tedrico

1. Dados Epidemiolégicos de Cancer de Mama

O cancer ¢é definido pelo crescimento anormal de células, € um grupo de
doencas do acaso, onde a combinacdo de mutacdes, alteracbes metabdlicas e
imunoldgicas, células se tornam capazes de proliferar, invadir, migrar e colonizar
tecidos saudaveis promovendo crescimento tumoral, metastases e

subsequentemente levando o paciente ao Obito.

No ponto de vista global, o cancer de mama € atualmente a neoplasia
mais diagnosticada, com a taxa de 1 em 8 diagnésticos. Foram registrados 2.3
milhdes de novos casos em 2020, sendo 25% dos canceres diagnosticados em
mulheres 3’. O nimero de casos é crescente ao longo dos anos, em comparagao
com as estatisticas do ano 2000 onde foram registrados 1,05 milhdes de casos
quando o cancer de mama era o segundo mais comum no mundo, apos o cancer

de pulméo, atualmente essa neoplasia ocupa o primeiro lugar 3738 39,

Analisando em perspectiva para o ano de 2040, é esperado um aumento
de 40% na incidéncia de novos casos de cancer de mama no contexto global
seguido de 50% mais mortes pela doenca, atingindo principalmente paises em

desenvolvimento e com menor indice de Desenvolvimento Humano .

A Global Breast Cancer Initiative da Organizacdo Mundial de Saude
fomenta iniciativas com o foco na reducédo da mortalidade pelo cancer de mama
no mundo, tendo como pilares o diagndstico precoce, o manejo adequados dos

pacientes e melhores tratamentos 3.

O Instituto Nacional de Cancer, INCA apresentou em seu relatorio anual
os Dados e NUmeros Sobre o Cancer de Mama de 2022 %°, onde a estimativa
para o ano 2023 é o registro de 73.610 novos casos de cancer de mama no

Brasil, com a incidéncia de 41,89 casos a cada 100.000 mulheres no pais 4.

A estimativa de mortalidade para 2023 é de 11,84 em 100.000 mulheres,
tornando a neoplasia de mama a maior causa de morte por cancer em mulheres
40, O Brasil apresenta menor mortalidade em comparacdo com a Argentina e

Uruguai, assim como menor incidéncia 2/, iniciativas do governo federal incluem



politicas publicas e programas como o Sistema Unico de Salde (SUS), onde
foram realizadas 3.497.439 mamografias em 2021, promovendo o melhor
acesso a diagnodsticos e tratamentos, assim como acompanhamento para

mulheres com mais de 50 anos “°.

A realizacdo de mamografias € indicada a cada 2 anos em mulheres com
50 a 69 anos, sendo a forma de rastreamento, prevencao e diagndstico precoce
mais importante no SUS, para essa faixa etaria estima-se que 58,3% das
mulheres realizam o exame na frequéncia recomendada. A distribuicdo é
desigual quando comparada com diferentes niveis de instrucdo que para
mulheres com nivel superior completo a taxa é de 77,8%, ja para as mulheres
sem instrugcdo, a porcentagem que realiza os exames regularmente € de 49%,
indicando que o acesso a saude precisa melhorar em populaces com menor

renda e instrucéo 0.

2. Cancer de mama

O céancer de mama € altamente heterogéneo e apresenta diferentes
morfologias, prognadsticos, alvos terapéuticos e impactos no paciente. A sua
classificacdo pode ser de acordo com marcadores imuno-histoquimicos,
baseados em expressdo de receptores de horménio ou perfil molecular com

grupos de genotipos 39 4% 42,43, 44,

A classificacdo imuno-histoquimica de céanceres de mama é dividida na
expressdo dos receptores de horménio (HR) progesterona e estrogénio e na
expressao de HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2), um receptor
para fator de crescimento que promove proliferacdo, inibindo apoptose,
competéncias essenciais para o crescimento tumoral 3% 42 43 44 Qs quatro

subtipos, determinados por esses receptores estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Subtipos do cancer de mama em relagdo a presenca e auséncia de receptores
HR e HERZ2.

HR HER2
+ +
+ -




O subtipo HR- e HER2- é também denominado cancer de mama triplo
negativo (TNBC) 3% 42, responsavel por 15-20% dos casos, apresentando o pior
progndstico e auséncia de resposta para hormonioterapias °.

Considerando o perfil molecular, o cancer de mama pode ser classificado
nos subtipos Luminal A ou B, rico em HER2+ e tipo basal. O subtipo luminal A
corresponde a 40% dos diagndsticos, apresentando o melhor prognostico por
sua alta expresséao de receptores de estrogénio, promovendo uma boa resposta
dos pacientes ao tratamento com horménios. Para o subtipo luminal B, estédo
20% dos casos, caracterizado pelos baixos niveis de expressado de receptores
hormonais e alto niveis de expresséo de genes proliferativos, os pacientes sédo

frequentemente tratados com quimioterapia °.

Tumores com alta expressao de HER2 também apresentam expressao
exacerbada de genes relacionados com proliferacdo, este subtipo corresponde
a 15% dos casos. O restante dos casos € classificado como tipo basal, onde

77% destes sdo do tipo triplo negativo °.

As classificacbes de tumores no tipo basal e triplo negativo ndo séo
sinbnimas, 71% dos casos de cancer triplo negativo se enquadram no subtipo
molecular tipo basal. Tumores triplo negativos apresentam vasta
heterogeneidade e s&o divididos em seis subtipos: tipos basais (BL1 e BL2),
mesenquimal (M), mesenquimal com células-tronco (MSL), imunomodulatorio

(IM), luminal com receptor de andrégeno (LAR) e inespecifico (UNS) 3% 42,

O subtipo triplo negativo apresenta alta mortalidade por seu potencial de
formacdo de metastases, onde 20 a 30% dos pacientes apresentam recorréncia
da doenca em metastases 4. Os tecidos com maior incidéncia de
estabelecimento de metastases para o cancer de mama triplo negativo séo os
0ssos, figado, pulmé&o e cérebro, onde 0 0sso é 0 alvo mais comum e o cérebro

0 menos comum 32,

O perfil molecular de cada subtipo proporciona um perfil de migragao e
adeséao diferente, para cancer de mama com altos niveis de HER2 e os triplo

negativo, a chance de metastase € maior. O tecido 6sseo € alvo com maior



incidéncia de metastase por tumores que expressao receptores de horménio
(HR+). No caso da metastase 0ssea, a sobrevida em 5 anos cai de 80% para

25% em relacdo ao paciente somente com tumor primario 3°.

2.1. Metastase Ossea

A metastase € o processo onde as células cancerosas colonizam 6rgaos
distintos de sua origem e formam novos tumores através das etapas de invasao,
migracéo, adeséo e sobrevivéncia 3°. Esse processo é alvo de pesquisas ha mais
de um século, tendo como destaque o trabalho de Paget em 1889 °, onde o autor
descreveu a formagao de metastases com o termo “seed and soil”, com as
micrometastases agindo como uma semente e o Orgao colonizado sendo

preparado como um solo % 2.

O processo de formacdo de metastase inicia com 0 crescimento
desordenado do tumor primario, privando as células de acesso a vascularizacéo,
sendo necesséria a indugdo de angiogénese para que as células cancerosas
tenham acesso a nutrientes. A angiogénese tumoral é irregular, criando novos
vasos com fenestras e poros maiores que 0s normais, dessa forma as células do

tumor possuem canais para extravasamento e acesso ao sistema circulatorio 3°.

Para invadir o sistema circulatorio, as células cancerosas passam pela
transicdo de fendtipo epitelial para o mesenquimal, secretando
metaloproteinases, digerindo a membrana basal para invadir a matriz

extracelular e os tecidos adjacentes 9.

Uma vez com acesso ao sistema circulatério, os pequenos grupos de
células cancerosas circulam pelos vasos sanguineos e linfaticos, onde estédo
sujeitas a adversidades e atividade imunolégica antitumoral sendo eliminadas
imediatamente. A sobrevivéncia das células tumorais circulantes € crucial para
a formagdo de metastases, esses grupos circulam e sdo retidos em capilares,
penetrando a membrana dos vasos e acessando os microambientes dos 6rgaos

alvo 39.

O microambiente 6sseo age como “solo” para as micrometastases por
expressar quimiocinas e citocinas que recrutam e proporcionam a sobrevivéncia

de células cancerosas do tumor primario. O sistema RANK/RANKL/OPG é



determinado com osteoblastos excretando RANKL para induzir a diferenciacéo
de osteoblastos RANK+, aumentando a reabsorcao 6ssea e liberando moléculas
presentes na matriz mineral do osso, a formacdo éssea € regulada com a
expressdo de OPG por osteoblastos, fator de inibicdo da osteoclastogénese.
Células cancerosas que expressam RANK séo recrutadas para o microambiente
0sseo, modulando o metabolismo 0sseo para a reabsorcdo, sendo entdo
beneficiadas com a maior proporcdo de RANKL para OPG e tendo acesso aos

nutrientes extraidos pela reabsorcdo da matriz 6ssea 3° (Figura 1).

TGF B

IL-B
RANK

CANCER MOLECULAS
DE MAMA PRO-TUMORAIS

pak. @

Figura 1 — Interacé@o de células cancerosas com tecidos 6sseos através da sinalizagao
da via RANK.

Ao encontrar o0 microambiente 0sseo, as células cancerosas alteram seu
fendtipo a fim de adaptar e colonizar o tecido rico em fatores de crescimento,
sendo necessaria a capacidade de adesdo, com células cancerosas
expressando integrina e caderina. A integrina aV; regula a adesédo de células
do tumor para o 0sso trabecular ao se ligar em peptideos presentem em
proteinas do microambiente 6sseo como a osteopontina, osteosialina e nectina.

A expressdo de e-caderina é marcada pela transicdo do fenétipo mesenquimal



de volta para epitelial, onde as células cancerosas retornam a aderéncia no 0Sso
39

Apés aderidas ao tecido 6sseo, a metastase precisa proliferar a fim de
garantir a sobrevivéncia destas células, para isso expressam paratormonio
(PTH) com o objetivo de estimular a expressao de RANKL, reduzir os niveis de
OPG e modular o metabolismo désseo com a promocdo da atividade de
osteoclastos, induzindo a reabsorcdo Ossea e a liberacdo de fatores de
crescimento, entre eles o TGF-B, VEGF, IGFs, BMPs e célcio, este responsavel

por interferir na funcdo do estrogénio, garantindo a maior sobrevivéncia 3% 4% 46,

O cancer de mama possui metastases osteoliticas 2, onde o metabolismo
das células cancerosas promove a reabsor¢éo 6ssea, liberando TGF-B %47, um
fator de crescimento pré inflamatério importante para o estabelecimento da
metastase e também para o crescimento do tumor primario 1+ 47 48 A perda
0ssea provocada pela menopausa é de 1-2% ao ano, jA com quimioterapia, esse
indice chega a 7% ao ano *°.

A reabsorcéo 0ssea promovida pelo cancer de mama pode ser realizada
pelas células cancerosas, mas é frequentemente atribuida a modulacdo da
diferenciacéo e atividade de osteoclastos e osteoblastos & 24:47:48:50_ A |iberacédo
de TGF-B inicia um ciclo de retroalimentacgao positiva 7, o tecido 6sseo é o maior
reservatorio de TGF-B 48 50: 5L 52 que ao ser reabsorvido torna disponivel a

proteina que leva a reabsorcao.

O TGF-B é o fator de crescimento que controla a proliferacdo, apoptose
diferenciagdo e inflamagdo, sendo uma citocina multifuncional, garantindo a
homeostase %% 51, No tecido 6sseo, o TGF-B é responsavel pela regulagdo de
fatores pré-osteoliticos, como a proteina relacionada ao paratorménio (PTHrP),
expressada também pelas células cancerosas, induzindo a osteoclastogénese,
proliferacéo e angiogénese, processo fundamental para a sobrevivéncia e o que

€ chamado de “preparo do solo” para a formacao de metastases dsseas 3°.

A sinalizacéo entre osteoblastos e osteoclastos é dada pela interagédo de
RANK com seu ligante RANKL, a proteina de membrana RANK esta presente
em osteoclastos e também em células cancerosas, provocando uma atracéo

guimica de células do tumor para 0s 0ssos, um microambiente rico em proteinas,



fatores de crescimento e citocinas pré-tumorais 3 7. Células do epitélio mamario
produzem RANK sob modulacdo hormonal e sdo capazes de invadir a matriz

6ssea a partir da atividade de colagenases °.

Além do sistema RANK/RANKL, outras moléculas influenciam na
progressdo da metastase 0ssea do cancer de mama como a IL-11, que age
como fator osteolitico, a CTGF agindo como fator angiogénico, a CXCR4 que
promove a adesdo das células e VCAM-1 promove o crescimento do tumor,

quebra a dorméncia de micrometatases e promove ostedlise .

A interacdo do cancer de mama com o tecido 6sseo tem presenca
marcante do sistema imunitario de outros grupos de células, como no caso das
células-tronco mesenquimais (MSCs), progenitoras multipotentes. As MSCs,
apesar de estarem em pequenas quantidades na medula, sdo mobilizadas pelo
tumor, onde liberam quimiocinas e citocinas para a proliferacdo, angiogénese,

supressédo da acdo antitumoral do sistema imunitario e mobilidade .

2.2. Tratamentos

Além do diagndéstico precoce, é importante a escolha do tratamento a ser
utilizado para o cancer de mama e suas metastases, com a presenca de
receptores para estrogénios, a terapia hormonal é comumente utilizada, além
disso ha a remocdo cirargica do tumor, imunoterapia, radioterapia e a

guimioterapia com antibiéticos antineoplasicos.

Apés estabelecimento das células cancerosas, a metastase 6ssea se
torna um tumor responsavel por piora no progndéstico e crescente mortalidade
entre os pacientes, e com isso o tratamento visa prolongar a vida e aliviar os

sintomas além de eliminar as células cancerosas.

Os farmacos antineoplasicos séo citotoxicos, implicando em reagdes
adversas, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade, dessa forma, a entrega e
especificidade do tratamento sdo desejaveis para melhorar a qualidade de vida

e a sobrevivéncia dos pacientes.

Diferentes farmacos sdo utilizados na quimioterapia para céancer de
mama, a doxorrubicina tem papel de destaque por seu amplo uso e alta

eficiéncia. A doxorrubicina € uma antraciclina, antibiético antineoplasico isolado



do fungo Streptomyces peucetius caesius (ATCC 27952), teve a sua patente
depositada em 1971 pelo grupo farmacéutico italiano Farmitalia Research

Laboratories.

E um farmaco amplamente investigado, contando com 2.399 testes
clinicos, com 95 novos testes anuais desde 2005 de acordo com a plataforma
Clinical Trials 53 %4, E indicado para o tratamento de diferentes tipos de cancer,

como o de ovario, pulméo, leucemias e cancer de mama.

A Doxorrubicina é caracterizada como um po vermelho, quando na
composicao de cloridrato, sua formula C27H290NO11.HCI corresponde ao peso
molecular de 580 g/mol. Possui alta solubilidade em &gua na forma de cloridrato
e muda de cor do vermelho para violeta com pH acima de 9, além disso o
farmaco é fluorescente, emitindo fétons no comprimento de onda de 550 a 580

quando excitada em 480nm 55 56: 5758

A toxicidade da doxorrubicina é elevada, provocando danos cardiacos
irreversiveis e com isso a quimioterapia € limitada, provoca também supressao
gonadal, implicando em infertilidade, outros efeitos adversos incluem a
mielossupressao, leucopenia, ndusea e vomitos, Ulceras no trato digestivo e

mucosas, perda de audicdo, broncoespasmos, fibrose e edema pulmonar e

A quimioterapia com doxorrubicina leva ao estresse oxidativo 2% 23 62; 63,
gerando quimiocinas responsaveis pelo aumento da inflamacéo, maior inducéo
de TGF-B, levando ao desbalango entre as atividades de osteoclastos e
osteoblastos 2% 6, O TGF-B por sua vez promove o crescimento tumoral,

interferindo na eficacia do tratamento “8.

A fim de sobrepor a resisténcia ao farmaco, reduzir efeitos adversos,
aumentar eficiéncia do tratamento e melhorar a qualidade de vida do paciente
tratado, a associacdo da doxorrubicina com nanoestruturas € investigada ha
mais de 80 anos, com isso foi aprovado pelo FDA em 1995 o uso do Doxil
(Janssen, Bélgica), uma formulacdo de doxorrubicina internalizada em
lipossoma, o Doxil reduziu efeitos adversos, sobrepfs resisténcia e € usado

atualmente 19: 6465,



Por ser um sistema baseado em lipossomas, o Doxil apresenta
desvantagens relacionadas a estabilidade da nanoestrutura, reprodutibilidade,
escalonamento e capacidade de encapsulacdo. Como alternativa, foram
desenvolvidos nos anos 1980 as nanoparticulas lipidicas sélidas, nanoestruturas

gue contemplam as vantagens dos lipossomas e sobrepdem suas desvantagens

66; 67

A associagdo da doxorrubicina a nanoestruturas promove a maior
eficiéncia com reducdo dos efeitos adversos, promovendo uma melhor

quimioterapia, reduzindo a mortalidade dos pacientes.

3. Nanotecnologia

A nanotecnologia é uma é&rea com diversos dominios da ciéncia e
tecnologia a fim de desenvolver, estudar e aplicar nanomateriais, nanoestruturas
e nanosistemas. O nandmetro, termo cunhado na década de 1960s, determinado
por 1 bilionésimo de metro, ou seja 10°, se tornou a escala de estudo para
nanotecnologia e outras areas como por exemplo biologia molecular, virologia e

biologia celular 8.

A escala nanométrica contempla diferentes estruturas conhecidas como
0 DNA que possui raio de 1nm, hemacias com aproximadamente 7000nm de

diametro e nanoparticulas lipidicas com tamanho frequente de 50 a 200nm ©&,

Barhoum et al, 2022 8 descrevem em sua revisdo os diferentes tipos de
nanomateriais, classificacdo, sua histéria e como podem ser utilizados. A
nanotecnologia pode ser classificada em natural, incidental, bioinspirada e
projetada, onde o material natural € o que foi formado por fenébmenos geograficos

naturais, como por exemplo nanotubos de carbonos vindos da erupc¢ao vulcanica
68

Os materiais incidentais sao resultantes da atividade humana sem
propésito para sua formacao, o copo de Licurgo (Roma Antiga) € um exemplo
com o desenvolvimento de um vidro dicroico que apresentava diferente
coloracédo com a incidéncia de luz, este artefato apresentava nanoparticulas de
ouro em sua composicao, estas nanoparticulas ndo eram compreendidas pela

tecnologia da época e sua formulagéo é considerada incidental 8.



As nanoestruturas projetadas foram descritas e desenvolvidas na era
moderna, com as primeiras publicacdes por pesquisadores no final do século
1800, Michael Faraday descreveu uma solu¢do de nanoparticulas de ouro com
capacidade de alterar sua cor em 1857. Contemporaneamente diversas
nanoestruturas sao utilizadas como por exemplo as nanoparticulas de TiOz,
utilizada em protetores solar. A partir das nanoestruturas projetadas, ha o
desenvolvimento de materiais bioinspirados, onde sua formulagao visa mimetizar

propriedades naturais, aumentando sua eficacia ©8.

As nanoparticulas séo investigadas para o desenvolvimento de novas
terapias com  caracteristicas fisico-quimicas, farmacodinamicas e
farmacocinéticas favoraveis para a solucao de problemas comuns em tratamento

e cura de doencas modernas 8.

3.1 Nanoparticula lipidica sélida

Um tipo de nanoestrutura é a nanoparticula lipidica solida (NLS), tendo
como caracteristica a presenca de um lipideo sélido em sua composicdo. A
formulacdo das NLS compreende no aquecimento dos reagentes para atingir o
ponto de fuséo do lipideo sélido e consequentemente provocar o resfriamento
do material para formar uma nanoparticula cristalizada contendo o farmaco de

interesse 69 70: 71,

Dentro das vantagens da NLS sobre outros tipos de nanoestruturas esta
a possibilidade de escalonamento, dispensa o uso de solventes toxicos,
composicado biocompativel e maior estabilidade 27 ¢°. Dessa forma, a associacédo
da doxorrubicina a NLS proporciona a combinacdo das vantagens do sistema

nanoestruturado e reducéo dos efeitos adversos na terapia do cancer de mama
69

Partindo do principio que a NLS, assim como outras nanoestruturas,
promove um direcionamento da doxorrubicina para a regido tumoral 2, esta ndo
estara concentrada em regides inespecificas como o coracéo e o tecido 0sseo,

assim prevenindo a perda 0ssea causada pela quimioterapia no cancer de mama
73



O dano causado pela doxorrubicina em tecidos inespecificos, como o
coracdo, é dado pelo estresse oxidativo, afetando mitocondria e seu DNA,
levando a autofagia, oxidacéo de acidos graxos e apoptose de cardiomidcitos ©°.
O uso de nanoestruturas leva ao diferente perfil de biodistribuicdo do farmaco,

reduzindo o acimulo de doxorrubicina no coragéo 4.

Em publicacbes prévias do grupo de pesquisa, foi desenvolvida uma
nanoparticula lipidica sélida com boa capacidade de encapsulacdo, estabilidade
e metodologia de formulacédo simplificada, onde foi associado o Docetaxel na
formulacdo NLSDTX, esse tratamento reduziu o volume tumoral, ndo apresentou
toxicidade na nanoestrutura sem o farmaco e agregou as vantagens dos
nanosistemas ao tratamento do cancer de mama em camundongos e também

em experimentacdo in vitro 3.

4. Pré-clinico

A experimentagdo pré-clinica é fundamental para selecionar candidatos
vidveis para a experimentacdo clinica e aplicacdo na industria e sistemas de
saude com humanos. Apds o desenvolvimento da nanoparticula, testes in vitro
e ensaios de toxicidade sdo realizados antes da experimentacao in vivo, com
isso h&a a escolha de concentracdes e metodologias viaveis para a obtencdo de

resultados positivos em experimentos com animais cobaia.

Para a realizacdo dos experimentos pré-clinico, modelos animais foram
desenvolvidos como padrdes para avaliagdo de condi¢des especificas com baixa
variabilidade. O modelo de tumor murino com a utilizagdo de camundongos
fémea Balb/c e o enxerto de células 4T1 é eficaz, promove a possibilidade de
investigar a acao de tratamentos e a biologia de um tumor adenocarcinoma

mamario murino triplo negativo, com formacédo de metastases °.

5. Imageamento in vivo

O imageamento in vivo consiste de técnicas capazes de produzir dados
qualitativos e quantitativos de um animal sem a necessidade de eutanasia, suas
principais ferramentas sdo a tomografia computadorizada (CT), a ressonancia
magnética e aparelhos que utilizam fluorescéncia, bioluminescéncia e

quimiluminescéncia 6.



A exceléncia da pesquisa pré-clinica com imageamento in vivo se da pela
avaliacdo de fenbmenos ao longo do tempo, em um so individuo, reduzindo a
guantidade de animais utilizados na pesquisa e mesmo assim agregando com
dados quantitativos 3¢. Para avaliar a progressdo tumoral, um modelo
experimental 3% 76 utiliza de células cancerosas transfectadas com genes de
luciferase, tornando o tumor bioluminescente apos a administracdo do substrato
luciferina no animal, e dessa forma as células cancerosas sdo rastreadas e

quantificadas em camundongos, como representado na Figura 2.

TUMOR METASTASES
PRIMARIO

Figura 2 - Representacéo da emisséo de bioluminescéncia pelas células 4T1-Luciferase
enxertadas no animal e suas subsequentes metastases pulmonar e dssea.

Outros marcadores luminescentes podem ser utilizados, como por
exemplo o luminol e a lucigenina, ambos sinalizam processos inflamatérios por
terem reagfes quimicas que emitem fotons ao serem catalisadas por metais e
espécies reativas de oxigénio, respectivamente 767778, A combinacao de luminol
e lucigenina administrada em um camundongo proporciona a avaliacédo do perfil
inflamatorio em relacdo a uma resposta aguda ou crbénica e sua localizacdo

bidimensional no corpo do animal 77 7°.



Outra técnica que proporciona uma visualizacao da progresséao tumoral e
seus efeitos nos o6rgaos dos animais é a tomografia computadorizada, onde é
possivel visualizar os efeitos da metastase do cancer de mama mesmo sem a
utilizac&do de contrastes, ja que os Orgdos afetados pela progressao tumoral da

metastase sdo o pulmao e os 0ssos .

O pulméo é de facil visualizacdo em técnicas baseadas em raio x pela
auséncia de atenuacao por parte do ar presente nos pulmdes, dessa forma é
quantificada a quantidade de ar na porcédo interna, indicando a condicdo do
orgao. Para o tecido 6sseo, ha a contrastacdo natural proporcionada pela alta
concentracgdo de célcio, que promove uma alta atenuacéo do raio x 3¢ e entdo ha
maior contraste em relacdo ao tecido mole, dessa forma € possivel avaliar a
progressdo da metastase 6ssea através da avaliacdo da densidade dssea

mineral 80 81,

Apesar de proporcionar avangos na pesquisa pré-clinica, o imageamento
in vivo muitas vezes se limita em resolucdo 8. Para observar alteracdes em
escalas de menor tamanho, € preciso a utilizacdo de ferramentas como a
microscopia de alta resolucéo, e processos baseados na coleta de amostras ou

materiais ex vivo, como a quantificacdo de biomarcadores bioquimicos 82 &3,

Além de técnicas baseadas em emissdo de fotdns, a tomografia
computadorizada utiliza a quantificagdo de ondas de raio x para avaliar
diferencas em tecidos nos modelos animais. A quantificacdo de raio x é
amplamente utilizada para o imageamento e avaliagdo da densidade 6ssea em
humanos e na pesquisa pré-clinica, a atenuacdo do raio x é dependente da
radiodensidade do material que se encontra entre a fonte de emissao e o
detector. A Figura 3 representa a estrutura e funcionamento do imageamento de

camundongos por tomografia computadorizada.



DETECTOR

Figura 3 - llustracdo do funcionamento de um tomdégrafo computadorizado, onde é
mensurada a atenuacao do raio x pelos diferentes tecidos do corpo do animal.

A quantificacdo da atenuacéo do raio x se da pela distribuicdo de voxels
na escala de Hounsfield (HU), onde € selecionado um volume de interesse (VOI)
na imagem e entao obtida um grafico de distribuicdo de voxels por HU, os valores
sdo segmentados em faixas correspondentes ao volume pulmonar ou ao tecido
0sseo a fim de gerar imagens contendo as regibes de interesse para 0O

experimento, como exemplificado na Figura 4.
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Figura 4 - Escala de Hounsfield, onde a atenuacéo do raio x pela agua equivale a zero
e a atenuacdo do ar dada por -1000, a partir dessa escala é determinado o HU para o tecido.

A distribuicdo de HU em animais € desafiadora para a quantificacdo por

necessitar da administracao de contrastes, ja que os tecidos moles ndo possuem



radiodensidade que promova a distingdo na escala de cinza da imagem,
impedindo a delimitacdo de dimensdes dos 6rgaos. Duas estruturas apresentam
forte contraste natural no corpo do animal, um deles é o pulmao, que possui
baixa atenuacao do raio x pelo ar armazenado (Figura 5), outro € o tecido 6sseo,
com radiodensidade alta devido a alta concentracao de calcio na sua estrutura
mineral (Figura 6), a quantificacdo desses dois 6rgdos dispensa o uso de

contrastes.

MAIOR ATENUACAD

RAID X , =
NODULOS DE METASTASE

Figura 5 - A presenca de doengas pulmonares aumenta a atenuacdo do raio X na regido
pulmonar.

MENOR ATENUACAD

RAID X =
REABSORGAD OSSEA

Figura 6 — A atenuacao do raio x pelo tecido 6sseo € reduzida em regides de reabsor¢ao
0ssea.

Justificativa

Observando o problema provocado pelo cancer de mama na populacao
mundial e nos pacientes, € de grande importancia o desenvolvimento de

pesquisas a fim de elucidar a biologia basica da doenca e também a criacdo de



tecnologias para aumentar a eficiéncia no tratamento, aumentando a qualidade
de vida, o tempo de sobrevida e reduzindo a reincidéncia e progressao dos

tumores primarios e principalmente das metastases.

A principal estratégia para o combate de cancer de mama na clinica é a
combinacédo de diferentes quimioterapicos, com tratamentos adjuvantes com
prednisona, dexametasona e outros corticosteroides a fim de minimizar os
efeitos da inflamacéo gerada pela terapia. Além da intervencdo medicamentosa,
€ realizada a cirurgia e sessdes de radioterapia. De forma geral, o tratamento
disponivel na clinica para o cancer de mama desencadeia processos
inflamatoérios responsaveis por promover a perda Ossea e impactar

negativamente no quadro de saude do paciente.

A busca por um tratamento eficaz contra as células cancerosas e com
danos reduzidos no processo inflamatério € essencial para o sucesso no
combate ao cancer de mama. A nanobiotecnologia proporciona modulacao da
terapia a fim de prevenir efeitos adversos e reduzir os danos em 6rgdos sem

tumor.

Com o objetivo de agregar as vantagens da utilizacdo de nanoparticula
lipidica solida com os efeitos terapéuticos da doxorrubicina, € formulada a
NLSDox. A formulacdo contém lipideos biocompativeis, biodegradaveis,
capacidade de encapsulagcdo do farmaco em concentracdo ideal para a

experimentacgao in vivo e apresenta estabilidade.

O desenvolvimento de nanoparticulas lipidicas sélidas contendo
doxorrubicina visa proporcionar um tratamento com maior entrega do farmaco
na regido tumoral, reduzindo efeitos em 6érgéo livres de tumor, como por exemplo
o tecido 0sseo, prevenindo o estresse oxidativo que leva a perda 0ssea, essa
gue é pro-tumoral e principal causa na reducédo da qualidade de vida e morte nos

pacientes.



Objetivos

Objetivo Geral

Avaliar a prevencdo da perda éssea provocada pela quimioterapia em

camundongos tratados com nanoparticula lipidica sélida contendo doxorrubicina.

Objetivos Especificos

I. Obtencdo de nanoparticulas lipidicas solidas contendo

doxorrubicina;

II. Investigar o perfil de biodistribuicdo da nanoparticula lipidica sélida
contendo doxorrubicina em modelo murino de cancer de mama;

lll. Investigar a preven¢do da perda 6ssea em animais tratados com
nanoparticula lipidica sélida contendo doxorrubicina;

IV. Avaliar a prevencdo da perda 6ssea em animais com cancer de
mamas apds o tratamento com nanoparticula lipidica soélida

contendo doxorrubicina.

Metodologia

Delineamento experimental

O desenho experimental para testar as hipoteses do projeto conta com
ensaios in vitro e in vivo para a avaliacdo da prevencdo da perda Ossea
promovida pelo tratamento de cancer de mama com doxorrubicina
nanoestruturada. Na Figura 7, esta ilustrada a interagcdo do céncer de mama
com suas principais metastases, pulmonar e Ossea, onde o0 tratamento
convencional promove a perda éssea através do desbalango entre remodelacéo
e reabsorcdo 6ssea, ja o tratamento com a NLSDox, os efeitos adversos da
doxorrubicina seriam minimizados, reduzindo entéo a perda 6éssea causada pela

quimioterapia.
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Figura 7 - Esquematizagdo da hipotese do projeto, onde o cancer de mama promove as
metastases pulmonar e dssea, que ao serem tratadas com doxorrubicina apresentam perda
Ossea agravada, esse efeito adverso é prevenido com o tratamento com NLSDox.

Preparo da Doxorrubicina Base Livre

Com o objetivo de tornar o farmaco solivel na fase oleosa da
nanoparticula lipidica soélida, foi realizada a transformacdo do Cloridrato de

Doxorrubicina °¢ para a Doxorrubicina na forma de base livre 8 (Figura 8).
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Figura 8 - llustracéo da transformacéo entre DoxHCI para DoxFB e sua alteracéo de cor.



A partir do protocolo adaptado de Tahir et al 2019 &, foi adicionado o
hidroxido de sédio em concentracdo na forma estequiométrica equivalente a
quantidade da porc¢éao cloridrato do farmaco diluido em etanol. O hidroxido de
sédio retira o cloridrato presente na doxorrubicina, a convertendo em uma base
livre hidrofébica. Com a transformacao de cloridrato para base livre, o farmaco
vai de vermelho a purpura e sua incorporacao na nanoparticula lipidica solida é

facilitada.

Apés a conversao, a concentracao utilizada da Doxorrubicina Base Livre
€ corrigida pela proporcéo estequiométrica entre a quantidade de moléculas de

Doxorrubicina em relagdo aos sais presentes na solucéo.

Formulacdo da Nanoparticula Lipidica Sélida contendo

Doxorrubicina Base Livre

O método de formulacdo da NLS foi executado como o descrito por da
Rocha et al 2020 3!, a nanoestrutura é formada a partir de agitacdo de alta
energia e alta temperatura. A fase oleosa, descrita na Tabela 2, € composta
pelos tensoativos, o lipideo sélido e o farmaco. A mistura € mantida na
temperatura de 80°C sob agitacdo magnética para solubilizacdo de todos os
componentes e provocar a transformacéo fisica do lipideo sélido para o estado
liquido, em seguida é adicionado a fase aguosa, composta pelo tampéo, também
a 80°C, a fim de evitar choque térmico, formando uma pré-emulsédo agitada

magneticamente até a obtencédo de uma soluc&o uniforme.

A pré-emulsdo € submetida a agitagéo de alta energia com o UltraTurrax
T25 (IKA) por 10 min & 10.000 rpm sobre uma chapa aquecida, a temperatura é
monitorada com auxilio de um termémetro e mantida entre 80°C e 85°C durante
todo o processo, garantindo a temperatura de fusdo do lipidio sélido e a formacéao

de nanoestruturas.

ApOs a agitagédo de alta energia, a formulacdo é resfriada naturalmente,
evitando mudancas bruscas de temperatura, durante o resfriamento ocorre a
solidificacé@o e a cristalizagdo do lipidio, levando a formagéo de nanoparticulas
lipidicas soélidas contendo doxorrubicina.



Para obtencao de uma formulacéo livre de farmaco, o processo € repetido
sem a adicdo da Doxorrubicina Base Livre, dando origem a NLSBranca. A
NLSBranca é utilizada como controle em alguns experimentos, a fim de avaliar

a influéncia do veiculo nanoestruturado independente do farmaco.

Tabela 2 - Relacdo da Composicdo e concentracdo das formulagbes NLSDox e
NLSBranca.

Componente NLSDox NLSBranca
Compritol ATO 880 500 mg 500 mg
Fase Oleosa | Pluronic 127 450 mg 450 mg
Span 80 50 mg 50 mg

Doxorrubicina Base Livre | 8 mg -

Fase Aquosa | PBS pH 7,2 20 mL 20 mL

Caracterizacao NLSDox

Espalhamento Dinamico da Luz

Para obtencdo dos valores de didametro hidrodindmico (nm), indice de
polidispersao (PDI) e potencial zeta (mV) foi utilizado o aparelho ZetaSizer SZ90
(Malvern). Foram realizadas leituras em triplicatas com os parametros de diluicdo
1:20 v/v de amostra em agua destilada, a 25°C com 30s de estabilizacéo, leituras
com espalhamento de 90° para o diametro hidrodinamico e PDI. Para a avaliagéo
do potencial zeta, o pH da diluicéo foi aferido com pHmetro de bancada.

As leituras foram realizadas nos periodos de 0, 1, 7, 15 e 30 dias apds a
formulag&o com diferentes armazenamentos em temperaturas de 4, 25 e 37°C a
fim de avaliar a influéncia do tempo e temperatura na estabilidade da NLSDox e

sua equivaléncia com a amostra descrita por da Rocha et al 2020 3.

Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

Para avaliar a morfologia e mensuracéo da frequéncia de distribuicdo do
tamanho das particulas, a NLSDox foi borrifada em uma tela de cobre coberta
com filme de formvar, ap0s secagem ao ambiente a tela contendo a amostra

desidratada é exposta em atmosfera de ésmio por 3 min para contrastacao do



material lipidico. A micrografia foi obtida com o MET (JEM 1011 JEOL, Japao)

com aumento de 10 mil vezes e 80kV de energia.

As particulas observadas nas micrografias foram mensuradas com auxilio
do software ImageJ utilizando a barra de escala para a determinacao da relacéo
de pixels por nanémetros. A frequéncia de distribuicdo do tamanho observado é
utilizada para corroborar com os dados obtidos nas analises de espalhamento

dindmico de Luz.

Quantificacdo da Doxorrubicina

Espectroscopia de Fluorescéncia

A quantificacdo do farmaco foi realizada utilizando uma leitora de placas
por espectrofluorimetria no aparelho SpectraMax M5 (Molecular Devices, EUA),
onde a leitura foi realizada com excitagcdo em 480nm e emissdo em 550nm com

o fotomultiplicador (PMT) no modo medium.

Andlise do perfil de emissdo e absorgdo

Diluicbes em meios hidrofobicos e hidrofilicos e diferentes solventes foram
realizadas a fim de avaliar alteracbes no espectro de emissao e absorcédo da
doxorrubicina quando esta na forma de base livre, de cloridrato ou encapsulada
na NLSDox. Os meios utilizados foram agua destilada, 6leo de ricino, etanol PA,
NaOH 0,01M, HCI 0,01M, e meios tamponados de PBS nos pHs de 3.8, 7.2 e
8.0. Para essa analise, foram realizadas leituras com excitagéo fixa em 480nm e
espectro de emissédo de 500 a 700nm ou emisséo fixa de 550nm com excitacdes
entre 400 e 500nm.

Curva Padréo

A curva padréo de concentracdo pela intensidade obtida foi realizada com
a diluicao do cloridrato de doxorrubicina (DoxHCI) na solucéo extratora de didlise,
composta de Metanol e PBS 1:1 (v/v). Para a doxorrubicina de base livre (DoxFB)
0 meio de diluicdo foi PBS + Tween 80 1%. Dilui¢bes entre 0,05 pg/mL a 5 ug/mL
foram analisadas por espectrofluorimetria (SpectraMax M5) com absor¢cdo em
480nm e emissdo em 550nm. A equacdo de reta foi obtida, respeitando o R?
minimo de 0,98, e utilizada como referéncia para o ensaio de liberacdo por

dialise.



Eficiéncia de Encapsulagdo (%EE)

A fim de obter a taxa de encapsulacédo da doxorrubicina na nanoparticula,
foi realizado um ensaio onde 1mL de nanoparticula foi centrifugado a 14000 rpm
por 30 min, apods centrifugacdo, o sobrenadante foi diluido em Metanol e
Tetrahidrofurano 1:1 (v/v) e submetido ao banho de ultrassom por 3 min, em
seguida a amostra foi diluida em etanol PA 1:1000 (v/v) e novamente submetida

a centrifugacdo para a analise do sobrenadante em espectrofluorimetria.

Esse ensaio visa separar a porcao do farmaco que se encontra fora das
nanoestruturas e quantificar o recuperado do seu interior, relacionando ao
méximo tedrico, sendo a quantidade de doxorrubicina adicionada a
nanoestrutura durante a formulagéo. A avaliacdo da %EE foi dada pelo resultado

da seguinte equacéao:

[Doxorrubicina na nanoparticula]
WEE = ——— — ——.100
[ Maximo tedrico de Doxorrubicina]

Ensaio de Liberagdo da doxorrubicina

Para o ensaio de liberacdo da doxorrubicina encapsulada, 1mL da
amostra foi condicionado em membrana de dialise, depositada em meio de
extracao contendo PBS com 1% de Tween 80 e mantida em agitacdo magnética
por 24 h. Ao longo do tempo foi coletado 1mL do meio externo ao saco de dialise
e armazenado para quantificacao por espectrofluorimetria. A mesma quantidade
de meio externo coletado foi substituida por meio fresco, sem farmaco a fim de
manter a concentragédo e evitar a estabilidade entre face externa e interna do
saco de dialise. O mesmo protocolo foi realizado para avaliar a liberacdo do
farmaco livre, no caso do cloridrato de doxorrubicina, o meio de extracao foi PBS

e Metanol 1:1 (v/v) por estar na forma hidrofilica.

Avaliacdo da prevencao da perda 6ssea in vivo

Delineamento experimental

Para avaliar se a perda 0ssea ocorre por agdo da quimioterapia ou do
cancer de mama, foi realizado um delineamento experimental onde animais com
ou sem tumor foram tratados com SLNDox e seus tecidos 0sseos foram

avaliados por microscopia eletrbnica e tomografia (Figura 9).
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Figura 9 — Delineamento experimental da avaliacdo da prevencgédo da perda 6ssea em
animais com ou sem tumor apoés tratamento com SLNDox.

Comité de Etica no Uso Animal

O delineamento experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica de Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia, com documento de
namero 2019/30 e SEI 23106.036144/2019-30 com validade até 20/12/2023. O

documento esta no Anexo 1.

Obtencédo dos animais
Camundongos fémea Balb/C foram comprados do Biotério Central do

Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Goias.



Manutencéo de animais

Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Genética e
Morfologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia.
Foram mantidos em caixas forradas com maravalha, com agua e ra¢éo ad libitum
em um ambiente com temperatura controlada a 25°C e periodos claro/escuro

com 12h de intervalo.

Enxerto tumoral

A fim de estabelecer um tumor heterotopico de cancer de mama em
camundongos, foram utilizadas células 4T1-Luciferase, células de
adenocarcinoma murino 4T1 transformadas com expressao de luciferase para

fins de diagndstico 3% 75: 86,

O modelo escolhido é amplamente utilizado para avaliacdo de
biodistribuicdo, eficacia de farmacos e estudo da biologia béasica tumoral,
publicacdes de grupos de pesquisa da Universidade de Brasilia constam com a

utilizacédo desta técnica 31333487,

As células 4T1-luciferase foram cultivadas em meio DMEM em estufa a
37°C com atmosfera de CO2 a 5%, as células foram contadas utilizando uma
camara de contagem e separadas em aliquotas com PBS. O enxerto das células
cancerosas é realizado no flanco esquerdo do animal previamente anestesiado

com a inoculacdo de 4x10° células.

Apdés o enxerto, 0 modelo tumoral é estabelecido com 14 dias, apos 21
dias o tumor é palpavel e se encontra com proporcao ideal para o tratamento
anterior ao estabelecimento das metastases, estas foram detectaveis a partir da

quarta semana apc’)s 0 enxerto.

Avaliacdo de aspectos clinicos

A fim de controlar e prevenir fontes de estresse e garantir o bem estar
animal, os camundongos foram avaliados diariamente com a higienizacdo das
caixas de armazenamento, reabastecimentos com racdo e agua potavel,

também é avaliado o comportamento e a aparéncia do animal.



Peso corporal
Um parametro quantitativo utilizado para a avaliacdo do bem estar animal
e resposta aos experimentos realizados € a mensuracdo do peso, onde é

avaliada a variagdo de peso dos animais durante a experimentacao in vivo.

Anestesia

Durante diferentes etapas da experimentagao € necessaria a utilizacao de
anestesia, a qual é utilizada a combinagdo de xilazina e cetamina para a
administracd@o intraperitoneal e, no caso da anestesia inalatoria, é utilizado a
difusdo de isoflurano em camara especifica para anestesia volatil. A dosagem
dos anestésicos € proporcional ao peso dos animais mensurado no dia da

administragao.

Eutanasia
Para a eutanasia ao fim da experimentacéo é utilizada a superdosagem
da anestesia injetavel por via intraperitoneal, contendo a concentracao quatro

vezes maior do que a utilizada na experimentacao.

Ponto final humanitério

O ponto final humanitario € um parametro importante na experimentagcao
animal, a fim de garantir a ética e os direitos dos animais utilizados na
experimentacéo, para os camundongos com tumor, o limite de volume tumoral
foi definido em 200mm? e para os animais com e sem tumor, a reducédo de peso
de 20% em relac@o a média do peso dos animais saudaveis com a mesma idade

foi determinada como o limite para a realizagdo do ponto final humanitéario.

Destino e descarte do material biolégico

O material bioldgico obtido ao final da experimentacao, incluindo carcacas
dos animais foi armazenado em freezer para a seguir destinacdo da incineracéo
no Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade de

Brasilia.

Avaliacdo da progresséao tumoral

A fim de avaliar a progressao tumoral para controle experimental do
modelo animal, foram realizadas quantificagdes do volume tumoral e da emissao
de luminescéncia por parte das células transfectadas com o gene reporter da

proteina luciferase.



Volume tumoral

O volume tumoral foi mensurado com a utilizacdo de paquimetro, onde
sdo medidas as dimensdes de altura e largura do tumor palpavel no flanco
esquerdo do animal enxertado. A altura foi determinada no eixo longitudinal e a
largura no eixo transversal. Os valores de altura e largura sdo aplicados na

férmula abaixo para obtencéo do volume tumoral em milimetros cubicos
Volume tumoral (cm3®) = maior medida? x menor medida

Quantificagdo da emisséo de luminescéncia

A fim de avaliar a progressédo tumoral, foi quantificada a emissao de
bioluminescéncia pelas células cancerosas utilizando a atividade enzimatica da
luciferase. As células enxertadas nos camundongos foram transformadas com o
gene da luciferase, tornando assim o tumor capaz de emitir bioluminescéncia
guando exposto a luciferina administrada no animal, a luciferase converte a
luciferina em oxiluciferina e emite fétons quantificaveis com o aparelho IVIS
Lumina XR Series IIl (Perkin Elmer, EUA).

A quantificacdo da bioluminescéncia foi realizada com os animais
anestesiados em um sistema inalatério, onde sdo posicionados no interior do
aparelho e 10 leituras de 1 minuto de exposi¢cdo foram mensuradas a fim de
quantificar diferentes momentos da atividade enzimatica. Os parametros

técnicos da aquisi¢cdo das imagens estéo listados na Tabela 3.

7

ApoOs obtencdo das imagens, € realizada a quantificacdo dos fotons
emitidos com a utilizac&o de regides de interesse (ROI) na imagem, em seguida
é selecionado o ponto onde h& maior emisséo de radiancia média. A avaliacdo
foi realizada semanalmente e um perfil de progressao tumoral foi tracado para a

regido do tumor primario (flanco esquerdo) e metastase pulmonar no térax.



Tabela 3 - Parametros utilizados para a avaliagdo da bioluminescéncia emitida pelas
células cancerosas apés administracao de luciferina nos camundongos.

Anestesia Isoflurano
Luciferina 100pL
Binning 8

F/Stop 2

Tempo de exposicao 1 min

Quantidade de leituras 15

Filtro de emisséo Aberto
Filtro de excitacao Fechado
Campo de visao C

Altura da bandeja 1,5cm

Avaliagcao dos Parametros Hematoldgicos

Com o fim do experimento, os animais foram eutanasiados, a coleta do
sangue foi realizada por puncao cardiaca com seringa tratada com EDTA para
evitar coagulacéo do material, em seguida o sangue foi transferido para tubo com
EDTA para ser analisado em hematimetro automatizado para uso veterinario
PocH-100iV Diff (Sysmex, Japdo). A analise foi realizada logo apds a coleta do
sangue de acordo com o uso padrdo do aparelho com parametros especificos

para camundongos.

Avaliacéo da Biodistribuicdao da NLSDox in vivo

A fim de avaliar a biodistribuicdo da doxorrubicina nanoestruturada,
esquematizada na Figura 10, foi estabelecido o modelo tumoral de
adenocarcinoma mamario murino em camundongos Balb/C divididos em quatro

grupos descritos na Tabela 4.
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Figura 10 - Esquema ilustrativo do delineamento experimental realizado para a avaliacdo
da bioistribuicdo de doxorrubicina em animais com tumor tratados com NLSDox.

Tabela 4 - Distribuicdo do numero de animais por grupo experimental para a avaliacéo
da biodistribuicdo de doxorrubicina.

Grupo NUumero de animais
Cloridrato de Doxorrubicina 5
NLSDox 5
PBS (controle sem tratamento) 5
Sadio 5

Total 20




Tratamento

Com trés semanas ap0s o enxerto, a fim de obter uma dosagem
quantificavel de farmaco nos tecidos a serem coletados, foi administrado 5mg/kg
por via intraperitoneal nos animais dos grupos Cloridrato de Doxorrubicina e
NLSDox. A diluicdo das amostras foi realizada em PBS a fim de evitar a
administracdo de agua destilada nos animais, com concentracdes equivalentes
de farmaco, no caso os animais tratados somente com o PBS, foi administrado

100pL em cada.

Eutandsia e coleta dos orgéios

Para a coleta de 6rgaos foi realizada a eutanasia dos animais apés 4
horas do tratamento, os animais foram eutanasiados com superdosagem de
anestésico, seguido da puncao cardiaca para a coleta do sangue, com remocao
cirtrgica foram coletados o coragéo, baco, rins, figado, pulméo, osso, linfonodos

e o tumor, caso houvesse.

Os tecidos coletados foram pesados, acondicionados em tubos,
identificados e submetidos a congelamento rapido em nitrogénio liquido, em

seguidas foram armazenados em ultrafreezer na temperatura de -80°C.

Preparo das amostras

Com auxilio de bisturi e tesoura, os tecidos foram cortados ap0s o
descongelamento e homogeneizados com um triturador de tecidos Tissuelyser
LT (Qiagen, Alemanha) em meio de extracdo contendo 90% de isopropanol e
10% HCI 75mM, em seguida as amostras foram incubadas em geladeira por 24h,

no caso dos 0ssos, 0 periodo de incubacao foi de 48h.

Apoés incubacao, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10min
na temperatura de 4°C, o sobrenadante foi coletado e filtrado com filtro de
seringa de 0,20 um. A amostra entdo foi depositada em placa de 96 pocos com
paredes pretas e fundo transparente para a quantificacdo da fluorescéncia em

espectrofluorimetria utilizando o Varioskan Lux (Thermo Fisher Scientific, EUA).



Quantificagdo
A quantificacdo da doxorrubicina extraida dos tecidos foi realizada por
mensuracgao da fluorescéncia por espectrofluorimetria, os comprimentos de onda

utilizados para excitacao e emissao foram 480nm e 550nm respectivamente.

Curva padréo

Para determinacédo da concentracdo de doxorrubicina correspondente a
emissdo de fluorescéncia quantificada, foi realizado ensaio de curva padréo,
onde amostras com concentragdes conhecidas foram quantificadas em meio de
isopropanol &cido. Os valores obtidos foram plotados e a curva calculada com
valor de R? superior a 0,98.

A fim de evitar influéncia de autofluorescéncia da amostra, comum em
tecidos pigmentados, foi realizada a curva padrdo com concentracdes
conhecidas de doxorrubicina diluidas em meios obtidos com a coleta dos tecidos
dos animais sem tratamento, sendo entéo realizada uma curva padrao especifica

para cada tecido a ser analisado.

Avaliacio da Prevencéo de Perda Ossea em Modelos Animais

Na Figura 11, esta representada a sintese do delineamento experimental
da avaliacdo da prevencdo de perda Ossea em modelo murino, onde
camundongos Balb/C fémea com tumor foram tratados com NLSDox e avaliados
ao longo do tempo, para a andlise da progressao tumoral por luminescéncia e a

densidade 6ssea por tomografia computadorizada.

MODELO TUMORAL TRATAMENTO
AT1-LUCIFERASE

DOXHCL  PBS
NLSDOX  SADIO
DEXAMETASONA

IMAGEAMENTO /#vivo
TOMOGRAFIA  LUMINESCENCIA

Figura 11 - Representacdo gréafica do planejamento experimental in vivo da avaliagdo
da perda 6ssea.



A distribuicdo dos grupos experimentais e seu respectivo nimero de
animais esta representada na Tabela 5, onde os animais foram divididos entre
grupos com tumor e grupos sem tumor entre os diferentes tratamentos.
Cloridrato de Doxorrubicina é utilizado como controle do farmaco comercial
utilizado na clinica, NLSDox € o tratamento proposto pelo atual trabalho,
Dexametasona se refere ao grupo com tratamento prévio de dexametasona a
fim de induzir um modelo controle positivo para perda éssea medicamentosa e
0s animais administrados com PBS sdo um grupo controle com tumor e sem

farmaco ativo.

Tabela 5 - Listagem de grupos experimentais e nUmero de animais para a avaliagao da
prevencao da perda éssea.

Grupo Numero de animais

o Cloridrato de Doxorrubicina 5
% NLSDox 5
= Dexametasona 5
S |pBs 5
o Cloridrato de Doxorrubicina 5
% NLSDox 5
c Dexametasona 5
7 Sadio 5

Total 40

Tratamento

Com trés semanas ap0s o0 enxerto, o tratamento foi administrado
diariamente por 4 dias a fim de obter a dose final de 20mg/kg de cloridrato de
doxorrubicina ou NLSDox via intraperitoneal. No caso de tratamento sem
doxorrubicina, foi administrado com PBS como controle de animal com tumor

sem tratamento.

Para os grupos com tratamento de Dexametasona, foram administradas
doses de 5mg/kg durante quatro semanas, iniciado previamente a fim de que a
tltima dose fosse administrada na terceira semana apos o enxerto das células

cancerosas.



Tomografia Computadorizada

Em anestesia, o animal foi posicionado no tomégrafo Albira Si (Bruker,
EUA) e as imagens foram adquiridas em diferentes projeces cobrindo os 360°,
em seguida as projecdes foram reconstruidas utilizando o software Albira
Reconstructor para a obtencédo de uma projecéao 3D contemplando todo o corpo

do camundongo.

A projecéo 3D foi quantificada com uso do software Pmod e a distribuicdo
de voxels por HU foi plotada para 3 e 6 semanas ap0s o enxerto tumoral,
indicando 0os momentos com um tumor primario e com presenca de metastases

para o pulmé&o e tecido 6sseo.
Aquisi¢cdo
Para a aquisicdo as projecbes por tomografia computadorizada, o0s
animais anestesiados foram posicionados em uma cama acrilica especifica para

a analise de camundongos, 0s parametros técnicos da aquisicao estao descritos

na Tabela 6.

Tabela 6 - Parametros técnicos utilizados para aquisicao de imagens tridimensionais por
tomografia computadorizada em camundongos sem administracdo de contraste.

Aquisicao Tomografia Computadorizada
Modo Bed — Step & Shoot

Bed lenght 126,88mm

Qualidade Good - 400 projecoes

Voxel 200um
Intensidade 400pA — High dose
Voltagem 35kV — low voltage
Tempo ~20min

A resolucdo da imagem adquirida € dependente da quantidade de
projecdes selecionada, quanto maior o numero de proje¢des, maior o tempo de
aquisicdo, o numero de 400 projecdes foi selecionado por ter um tempo final de
cerca de 20 min, que corresponde ao tempo de anestesia com a administracéo
de xilazina e cetamina. Além disso, maiores resolucdo requerem maior

capacidade de processamento por computadores, agregando um acréscimo no



tempo de andlise das imagens adquiridas, inviabilizando o experimento. Com

400 projecdes, o tamanho do voxel € de 200um.

Reconstrugéio

Com a aquisicdo das 400 projecbes em 360° as imagens sao
reconstruidas a fim de projetar, com o uso de algoritmos, uma imagem 3D do
corpo inteiro do animal. A reconstrucéo foi realizada com o algoritmo Filtered
BackProjection (FBP) no modo médium com auxilio do software Albira
Reconstructor da Bruker. A etapa de reconstrucdo € fundamental por resolver
parametros relativos ao momento da aquisi¢do, como alteracfes na producéo do
raio x especificas da condi¢cdo do abastecimento de energia para o aparelho no
momento da andlise, convertendo os valores obtidos no receptor em uma escala
de HU padronizada que pode ser interpretada por diferentes softwares e

aparelhos.

Quantificagdo
A quantificacdo é realizada em diversas etapas com a utilizacdo de
softwares especializados. Inicialmente a imagem é carregada no software Pmod
e é aplicado um filtro gaussiano 3D para remocao de ruidos e distor¢cées na

imagem, com FWHM de 0,2 mmem X, 0,2 mmemY e 0,2 mmem Z.

A presenca de ruidos na imagem é reduzida com a utilizagdo de baixa
voltagem no momento da aquisicdo, uma vez que ndo ha necessidade de
voltagens altas para avaliar a atenuacdo do raio x em amostras bioldgicas,

devido aos baixos valores de HU.

Mensuragdo da regiéo pulmonar
O tecido pulmonar possui densidade de HU equivalente aos outros tecidos
moles e sua identificacéo e delimitacédo € aplicada pela presenca de ar no interior
do 6rgdo e com a estrutura 6ssea da caixa toraxica, o que pode ser observado

na Figura 12.

Para delimitar o pulméo e criar um volume de interesse (VOI) e separar a
regido do resto da imagem, € utilizada a Cold Contour, um tipo de Auto Iso-
Contour, uma ferramenta que contorna estruturas por similaridade com um ponto
de referéncia determinado pelo operador, no caso do pulméo, é selecionado um

ponto com menor atenuacdo, com ar pulmonar e a partir dele, o algoritmo



delimita o corte com exclusdo de regides com valores de HU acima e agrega
regides com HU baixos. Na Figura 12 é possivel observar um contorno em azul

para a regiao do pulmao, excluindo as ramificacdes de alta densidade onde se

encontram os brénquios.

Figura 12 - Corte transversal na regido da caixa toraxica, tendo em destaque a
delimitacdo do volume de interesse do pulmdo na projecdo 3D obtida por tomografia
computadorizada.

Mensuracgdo do tecido dsseo
Para o tecido 6sseo, o algoritmo selecionado € o de Hot Contour, com
funcionamento semelhante ao de Cold Countour, com a diferenca que o contorno
delimitado ao redor do esqueleto é determinado pelos voxels com HU de alto

valor, com maior atenuacao do raio x devido a presenca do célcio no tecido.

Na Figura 13 estdo representados diferentes contornos em um corte
longitudinal que correspondem a regido de alta densidade, cada contorno

delimita uma regido de interesse (ROI), o conjunto e ROIs de um corte €&



chamado de Contorno (CTR) e a unido de todos os contornos das projecdes de

uma imagem formam o volume de interesse (VOI).

Figura 13 — Corte longitudinal da imagem por tomografia computadorizada do
camundongo com contornos em azul delimitando regides do esqueleto do animal.

As diferentes escalas de cor aplicadas nas Figuras 12 e 13 séao
escolhidas com o objetivo de melhorar a visualizagdo por parte de quem esta
operando o computador, a escolha da cor ndo interfere na quantificacdo, e essa
pode ser modificada para fins estéticos.

Com os limites delimitados e os VOIs criados para o pulmao e 0ssos, a
obtencéo de curvas de numero de voxels por intensidade de HU proporcionam

visualizacdo do perfil de cada VOI, onde no pulm&o pode ser observado o



deslocamento positivo no eixo X, indicando maior densidade em regides que
antes continham ar, podendo ser atribuidas ao muco, fibrose pulmonar,
inflamacbes e tumores. Para o 0sso, o deslocamento negativo no eixo X
corresponde a reducao de regiées com alta concentragcdo de célcio, indicando a
presenca de tecido mole, reabsorcao 6ssea ou tumores.

Os VOlIs podem ser segmentados com o objetivo de excluir os voxels fora
do limiar de intensidade especifico para cada tecido, onde no pulmé&o é de -1000
a -100, valor minimo correspondente ao ar e o0 maximo inferior ao HU da agua
(= 0). O limiar de intensidade do osso € de valores minimos acima da densidade
de tecidos moles (+350) e o maximo com valores chegando a 5000 positivos.
Com a segmentacdo, é possivel obter valores de volume, menor e maior HU

obtido na amostra

Microscopia Eletrénica de Varredura

Os 0ssos coletados apés a eutanasia tiveram o tecido mole removido com
auxilio de ferramentas cirargicas, como tesouras e pincas, em seguida foram
fixados em karnovsky (formaldeido 2,5% e gluteraldeido 2,5% em tampéo
cacodilato de sédio 0,05M, pH 7,2). As amostras foram lavadas e armazenadas
em tampao cacodilato de sodio.

O preparo para a microscopia eletronica de varredura foi realizado com
as amostras lavada em tampéo cacodilato de sodio, incubadas por 2 horas em
tripsina-EDTA, novamente lavadas com tampéo e fixadas com tetroxido de
o0smio por 1 hora. Apos, as amostras foram lavadas novamente e desidratadas
em incubagdes de 30min em acetona com as concentracdes sequenciais de 30,
50, 70, 90 e 100% (duas vezes). Com os ossos fixados e desidratados, a
remocéao da agua residual foi realizada com uso de um aparelho de secagem ao

ponto critico CPD 030 (Balzers, Liechtenstein).

A montagem da amostra utilizou stubs de latdo e cola de prata, para
garantir a aderéncia do material ao suporte. As amostras foram metalizadas no
metalizador EM SCD 500 (Leica, EUA) com objetivo de criar uma camada
condutora de elétrons e entéo inseridas no microscopio eletrénico de varredura.
A obtencdo de imagens foi realizada com o microscopio O MEV (JSM-7001F

JEOL, Japédo) em magnificacfes de até 950 vezes com energia de 15kV.



Andlise de dados e estatistica

A analise de dados para todos os resultados apresentados foi processada
com a utilizacdo do software GraphPad Prism 8 (Graphpad, EUA) e para a
criacao, desenho e arranjo das imagens e pranchas, os softwares Corel PHOTO-
PAINT 2019 e Corel DRAW 2019 (Corel, Canada). Todas as imagens

apresentadas sao originais e criadas para a atual tese.

A estatistica foi realizada com a exclusdo de outliers com o teste de
Grubbs, em seguida os dados foram testados para normalidade com o teste de
Shapiro-Wilk. Os dados que passaram no teste de normalidade foram aplicados
ANOVA com pés teste de Tukey ou teste t, jA os dados que ndo passaram no
teste de normalidade foram avaliados com o teste t ndo paramétrico Mann-

Whitney ou Kruskal-Wallis com pos teste de Dunn.

Apos andlise estatistica, os graficos com normalidade foram plotados em
colunas e os avaliados com testes nao paramétricos foram plotados em box plot,
com excecao de analises com variacao ao longo do tempo e em outras escalas,
estas foram plotadas em gréficos de linha, independente do resultado do teste
de normalidade.

Resultados e Discussao

Formulacdo de nanoparticula lipidica sélida contendo
doxorrubicina (NLSDox)

Apos a formulagéo, foi realizada a microscopia eletrénica de transmissao
a fim de avaliar a morfologia da NLSDox, a qual foi esquematizada no item (A)
da Figura 14, no item (B) da mesma figura esta, em recorte com a barra em
escala, a micrografia isolada de uma nanoestrutura. E possivel observar que as
nanoparticulas foram formuladas e apresentam formato esférico (Figuras 14 e
15).



200 nm

Figura 14 - Morfologia da NLSDox. A) Desenho esquematizando a doxorrubicina
encapsulada no lipideo cristalizado. B) Micrografia obtida por microscopia eletrdnica de
transmisséo da NLSDox.

200 nm

Figura 15 - Micrografia obtida com microscopio eletrénico de transmissao da NLSDox.

A NLSDox esta distribuida uniformemente com particulas regulares,

apresentando pontos de maior contraste no interior da estrutura cristalina



(Figura 15). A partir da micrografia observada na Figura 15 foi realizada a
mensuracao dos tamanhos das particulas, e entdo quantificada a frequéncia da
distribuicdo dos diametros observados a fim da obtencdo da andlise da
distribuicdo gaussiana na Figura 16. O tamanho médio obtido pela gaussiana é
de 66,07 nm de diametro, a diferenca em relacéo ao observado na Figura 17 é
atribuida as diferencas no processamento da amostra e técnicas, onde a
microscopia eletrénica requer a desidratacdo da amostra e o espalhamento
dindmico de luz ocorre em solugdo aquosa, contabilizando também a camada de
solvatacdo da particula no momento da mensuracao do diametro.
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Figura 16 - Frequéncia de distribuicdo dos tamanhos das NLSDox mensuradas a partir
da micrografia de MET, onde a linha vermelha representa a distribuicdo Gaussiana dos
tamanhos.

Com o objetivo de reduzir o volume e impedir o crescimento do tumor
primario e suas metastases, evadindo a excrecdo renal, nanoestruturas tem
tamanho ideal na faixa de 50 a 200nm 6. As nanoparticulas lipidicas soélidas

contendo doxorrubicina apresentaram tamanho médio de 146,18nm a 25°C,

146,47nm para 37°C e 147,10nm em 4°C, estando na faixa ideal sem sofrer



variagdes significativas do didmetro hidrodindmico ao longo do tempo,

demonstrado em (A) da Figura 17.
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Figura 17 — Estabilidade da NLSDox ao longo do tempo em diferentes condi¢des de
armazenamento. A) Apresenta o didmetro hidodinamico. Em (B), o indice de polidisperséo
relativo ao diametro hidrodindmico. C) Apresenta o potencial zeta em relagdo ao tempo.

O indice de Polidispersio e o potencial zeta sdo parametros usualmente
aplicados na avaliacao da estabilidade de nanoestruturas, tendo como valores
de referéncia de até 0,3 para o PDI e potenciais zeta variando entre -30 e 30 mV.
E possivel observar na Figura 17 (B) que o PDI é mantido abaixo de 0,3 sem
alteracdes significativas ao longo de 30 dias, 0o mesmo é observado por da Rocha
et al 2020, indicando que a NLSDox é pouco polidispersa e, com excecdo da
amostra armazenada em 25°C, também apresenta constancia no potencial zeta
ao longo de 30 dias (Figura 17 C). Com as analises de DLS e potencial zeta, a
NLSDox apresentou caracteristicas semelhantes a formulacdo equivalente
anteriormente obtida por da Rocha, 2020 3! e se manteve estavel durante um

ano em diferentes condi¢cdes de armazenamento.

Apés a formulacdo da NLSDox, foram realizadas analises do perfil de

fluorescéncia do farmaco a fim de avaliar o comportamento da doxorrubicina no



interior da nanoparticula em relacdo as suas férmulas em cloridrato e base livre.
A doxorrubicina € uma molécula fluorescente de absorbancia com pico em
480nm e emissdes maximas por volta de 580nm?8, o mesmo foi observado em

(B) das Figuras 18 e 19.
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Figura 18 — Varredura do espectro de emissao de fluorescéncia em diferentes meios de
disperséo, onde as amostras foram excitadas em 450nm. A) Representa o a intensidade emitida
pela NLSDox. Em (B) esté& o espectro do cloridrato de doxorrubicina. C) Apresenta o espectro
para a doxorrubicina em forma de base livre, ja em (D) estdo os espectros controle dos meios
utilizados.

E possivel observar que a emissao de fluorescéncia pela doxorrubicina na
forma de base livre apresenta cerca do dobro de intensidade do cloridrato de
doxorrubicina quando diluidas em etanol e 6leo de ricino (Figura 18 B e C e
Figura 20 B). As diferentes intensidades de fluorescéncia entre os solventes
analisados podem ser explicadas pela formacao de complexos de doxorrubicina
responsaveis por extincdo da fluorescéncia pelo Inner-Filter Effect (IFE),



processos descritos por Yuan et al 1987 8 e Htun 2004 8% %, O cloridrato de
doxorrubicina utilizado para a formulacdo apresenta uma porcdo de
daunorrubicina em sua composicdo, o que indica a causa da presenca de um
segundo pico quando a doxorrubicina esta na forma de base livre, com
deslocamento negativo no comprimento de onda de emisséo (Figuras 18 e 20).

A B
NLSDox DoxHCI
4000 15001

3000+

2000+

Intensidade
Intensidade

1000

—/m

0 T T 1 0 T T 1
400 450 500 550 400 450 500 550

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

DoxFB Controle
3000+ 800

@
o
=3

2000+

Intensidade
Intensidade
5
(=]

1000+

200
-———\_____\ %M

T T 1 0 T T 1
400 450 500 550 400 450 500 550
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

— HO0 — PBS72 — ETOH — NaOH0,01M Oleo de Ricino — HCI0,0lM — PBS38 — PBS8,0

Figura 19 — Varredura do espectro de absorcao de fluorescéncia em diferentes meios
de disperséo, quando a emisséo esta fixa em 550nm. A) Indica os espectros de absor¢éo para
a NLSDox. Em (B) esta o espectro do cloridrato de doxorrubicina. (C) apresenta o espectro para
a doxorrubicina em forma de base livre. D representa o controle, contendo somente os solventes

Durante o processo de remocdo da porcao cloridrato da doxorrubicina, as
propriedades fisico-quimicas sao alteradas em relacdo a coloracdo e
solubilidade °¢, dessa forma a doxorrubicina passa a ser lipossolivel e
susceptivel a associacdo com nanoestruturas. Nas Figuras 18 e 19 é
representado nas imagens (C) e (D) e na Figura 20 que a absorcédo e

fluorescéncia na NLSDox possui o mesmo perfil que a doxorrubicina em base



livre, indicando que ndo houve reversao do processo para cloridrato durante a
formulacdo da nanoestrutura. Nas Figuras 18A e 19A ha a maior absorcéo e
emissdo em solvente lipidico para a NLSDox, devida a presenca de tensoativos
e estruturas com maior afinidade hidrofébicas em relacdo as formas de

doxorrubicina basica ou cloridrato.
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Figura 20 — Espectro de absor¢do (A) em relacdo ao emitido em 580 nm e espectro de
emisséo (B) com excitacdo em 480 nm para o cloridrato de doxorrubicina, a doxorrubicina base
livre e NLSDox em etanol PA, tendo somente o etanol como controle.

Para quantificar a doxorrubicina no meio apos os ensaios de dialise, foi
realizada o preparo da curva padrao para DoxHCI e também para DoxFB com
concentracdes entre 0,05 e 5ug/mL (Figura 21). O resultado obtido para DoxHCI
foi de R? = 0,9948 e equacédo da reta sendo Y = 22,44*X + 4,460. Para DoxFB
foi obtido 0 R?=0,9922 e a equacdo Y = 10,98*X + 3,113. As curvas obtidas se
encontram no padrédo desejavel de R? maior que 0,95 e foram utilizadas para a

quantificacdo dos farmacos.
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Figura 21 - Curva padrdo em espectrofluorimetria para DoxHCl e DoxFB e seus
respectivos R?.



Para avaliar o perfil de liberacdo do farmaco, foi quantificado o meio
externo ao saco de dialise ao longo do tempo. Avaliando a concentracéao do

farmaco recuperado na dialise ao longo do tempo (Figura 22
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Figura 22A), obtivemos a liberagcédo de 0,77 pg/mL de doxorrubicina da
NLSDox, representando 48,37% da quantidade adicionada ao saco no inicio do

experimento (Figura 22
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Figura 22A). A liberacdo controlada do farmaco € importante para a
manutencdo da concentragcdo na faixa terapéutica, reduzindo a magnitude dos

efeitos adversos da quimioterapia e aumentando a concentragdo no tumor.
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Figura 22 — Ensaio de liberacéo da doxorrubicina. A apresenta a liberacdo cumulativa
em concentragcdo da doxorrubicina em diferentes formas de apresentagdo. B indica a
porcentagem de liberacdo do farmaco por didlise.

Observa-se gque ocorreu o burst effect ° na Figura 22

>

%]
(=1
o

-+ NLSDox
-&- DoxHCI
-# DoxFB

_
[5.]
[=]

o
o

Concentragao cumulativa
o

én
S

Liberagédo de doxorrubicina (%) g
=]
(=)

Tempo (horas) Tempo (horas)

Figura 22B, onde o farmaco tem maior taxa de liberacdo nos tempos iniciais
seguido por um platd, onde a liberacéo € estabilizada. A porcentagem de

liberacéo (Figura 22
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Figura 22B) ndo alcanca 100% para a NLSDox, indicando que a
nanoestrutura retém o farmaco em uma liberacdo controlada 8’. Perfis de

liberacdo de farmaco similares foram descritos em 2016 por Jourghanian et al®?



com uma nanoparticula lipidica solida contendo curcumina e também em NLS

contendo docetaxel por Rocha et al em 20203,

Avaliacdo da biodistribuicdo da NLSDox em camundongos com

tumor

O tratamento com quimioterdpicos provoca diversos efeitos adversos,
relacionados a toxicidade do tratamento, levando ao progndstico ruim e reducdo
da qualidade de vida do paciente. A biodistribuicdo otimizada da doxorrubicina
proporciona uma quimioterapia com menor danos ao tecido cardiaco e outros
orgaos. A experimentacdo da avaliacdo da biodistribuicdo da doxorrubicina foi
realizada em animais com tumor, tratados com NLSDox e DoxHCI por 4 horas
antes da eutanasia e coleta dos orgaos. Os animais foram acompanhados
clinicamente a fim de estabelecer um modelo experimental adequado com um
tumor primario viavel. Na Figura 23A foram mensurados o peso corporal ao
longo do tempo, sem apresentar variacdes significativas, também foram
mensurados os pesos dos 6rgaos apos a coleta (Figura 23B-H), onde diferencas
foram apresentadas com esplenomegalia nos animais com tumor, independente
do tratamento (Figura 23B), o aumento no peso do baco é consequéncia do
processo de progresséo tumoral, indicando que o modelo experimental estava
de acordo com o esperado. Nenhuma alteracéo clinica era esperada entre os
grupos de tratamento por terem sidos administrados apenas quatros horas antes

da eutanasia.
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Figura 23 - Variacéo do peso corporal (A) e peso dos 6rgaos coletados dos animais para
a avaliacao da biodistribuicdo de doxorrubicina: baco (B), coracao (C), figado (D), linfonodo axilar
(E), pulméo (F), rins (G) e tumor (H), quando presente. Valores de p observados em B séo

equivalentes a 0,0017 para NLSDox, 0,0005, em DoxHCl e 0,0053 para PBS quando
comparados com os animais sadios.

Para avaliacdo da eficacia do modelo tumoral em camundongos, foi
realizada a quantificagdo da bioluminescéncia emitida pelas células cancerosas
apos a administracdo de luciferina. A Figura 24 apresenta a progressao tumoral
observada para o tumor primario (Figura 24A) e a regido da metastase pulmonar
(Figura 24B), € possivel observar um crescimento normal para o modelo (Figura
24C), sem apresentacdo de metastases, apesar da variabilidade observada em
seu perfil (D), os valores de radiancia emitida na regido da metastase (Figura

24B e D) estdo muito abaixo dos observados em tumores primarios em estagio
inicial (Figura 24A e C).
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Figura 24 - Perfil da progressao tumoral nos camundongos antes do tratamento para
avaliacdo da biodistribuicdo. A area sob a curva da bioluminescéncia na regido do tumor primario
(A) e na regido da metastase pulmonar (B). A diferenca estatistica representada por * em B
corresponde a p=0,0271. C apresenta a area sob a curva da radiancia emitida ao longo de 3
semanas para o tumor primario. A area sob a curva da regido da metdstase pulmonar esta em
D, com p=0,0271.

Com um modelo tumoral estabelecido, os animais foram tratados e 4
horas depois foi realizada a eutanasia, entdo os 6rgdos dos animais foram
coletados e processados como o descrito na metodologia, um pool foi criado com
a amostra dos animais do grupo com tumor e sem tratamento (PBS), onde o
meio extraido de isopropanol acido e moléculas sollveis de cada 6rgdo foi
adicionado de farmaco e utilizado para a determinacdo de uma curva padréao
especifica a fim de sobrepor a interferéncia da autofluorescéncia dos tecidos. A
autofluorescéncia em comprimentos de onda equivalentes a emissdo de
doxorrubicina é frequente em tecidos pigmentados como por exemplo o figado,

baco e também o sangue.
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Figura 25 - Curvas de quantificagdo da doxorrubicina em diferentes meios de tecidos
coletados na avaliacé@o da biodistribuicdo do farmaco.

As curvas obtidas apresentaram coeficiente de determinacdo superior a

0,95 (Figura 25), apenas para a quantificacdo da doxorrubicina presente no 0Sso

foi utilizada a curva com o isopropanol &cido sem moléculas do tecido (Figura

25A). Os valores de R? estdo representados na Tabela 7.

Apo6s o processamento das amostras, a quantificacdo da concentracdo

recuperada de doxorrubicina foi avaliada por espectrofluorimetria e os valores de

intensidade de fluorescéncia foram aplicados nas respectivas curvas padrao

(Tabela 7 e Figura 25).



Tabela 7 - Correlacao linear para as curvas obtidas na quantificacdo de doxorrubicina
em diferentes meios, representadas pela equacéo e coeficiente de determinacdo (R?).

Equacéo R?
Isopropanol Acido | Y =2,296*X + 0,122 0,9941
Baco Y = 3,124*X + 3,846 0,9875
Coracao Y =3,617*X + 2,152 0,9729
Figado Y = 2,045*X + 31,61 0,9615
Linfonodos Y =2,488*X + 1,259 0,9936
Pulméo Y =0,833*X + 1,327 0,9665
Sangue Y =2,603*X + 0,616 0,9909
Rins Y =2,346*X + 11,33 0,9806
Tumor Y =2,602*X + 1,610 0,9958

A concentracao de porcentagem de doxorrubicina administrada no animal
esta representada na Figura 26 e foi observada diferenca significativa no bago
(A), coracao (B) e pulméo (F), com maior retencéo de doxorrubicina para o grupo
administrado com o farmaco em sua forma comercial em relacédo ao tratamento

de doxorrubicina nanoestruturada.

A menor retencdo de doxorrubicina no coragdo € uma caracteristica
desejavel como vantagem da nanoestrutura em relacdo ao farmaco comercial
por direcionar o tratamento ao tecido alvo e prevenir a cardiotoxicidade,
responsavel pela reducdo na qualidade de vida, impedindo também a
continuidade do tratamento, uma vez que a doxorrubicina provoca danos
cardiacos irreversivel. Shivakumar et al 8 descreveu, em 2012, que a
doxorrubicina causou hemorragias interfibrilares e danos as fibras do tecido
cardiaco, a reducdo da concentracdo recuperada de doxorrubicina apos o
tratamento com NLSDox indica uma menor toxicidade ao coragdo, 0Orgao
extensamente afetado pela quimioterapia. A NLSDox também apresenta
reducdo na biodistribuicdo para 6érgdos sem tumor, como o baco, o que indica o
menor efeito toxico do tratamento quando em forma nanoestruturada em

camundongos com tumor.
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Figura 26 - Quantificac@o da doxorrubicina extraida dos 6rgéos coletados 4 horas apés
o tratamento da biodistribuicdo. A) Bago com * indicando p=0,0187, B) Coragédo com * indicando
p=0,0364, C) Fémur, D) Figado E) Linfonodo, F) Pulm&o com ** indicando p=0,0015, G) Rins, H)

Sangue e |I) Tumor.

Além da avaliacdo da presenca de doxorrubicina nos 6rgéos, a toxicidade
do farmaco pode ser avaliada com parametros clinicos como a analise
hematoldgica (Figuras 27 e 28). Com o tempo reduzido de tratamento antes da

coleta do sangue, poOs eutandsia, as alteracdes hematoldgicas observadas nos
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animais da biodistribuicdo sao atribuidas ao cancer enxertado.
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Figura 27 - Andlise hematologica da parte branca do sangue dos camundongos apoés 4
horas de tratamento. A) Concentracéo de leucécitos totais com ** para p=0,0041 e *** para
p=0,001, B) Porcentagem de células pequenas, onde os valores de p encontrados para NLSDox,
DoxHCIl e PBS em relacéo ao controle sdo de <0,0001, <0,0001, e 0,0034 respectivamente. C)
Concentracdo de células brancas de tamanho pequeno. D) Porcentagem de células medianas
onde os valores de p obtidos foram de 0,0019 para NLSDox e de 0,0069 para DoxHCI. E)
Concentracdo de células de tamanho médio com ** representando p=0,0010. F) Porcentagem
de células grandes e G) com a concentracdo de células de tamanho grande, onde * equivale ao
p=0,0407.

A analise hematoldgica nos animais da biodistribuicdo (Figura 27 e
Figura 28) apresentou alteragdes equivalentes com a presenca de tumor, com
0 aumento na concentracdo de leucdcitos totais (Figura 27A) em relacédo aos
animais sadios e com reducéo na proporcéo de células pequenas (Figura 27B),

grupo que engloba os linfécitos, tendo aumentando a concentragéo de células



medianas (Figura 27D e E), incluindo leucécitos responsaveis por processos
inflamatdrios presentes na patologia do cancer de mama. Também foi observado
um aumento na concentracdo de células grandes, sendo significativo apenas no
grupo de DoxHCI (Figura 27G), essas varia¢gdes hematologicas indicam que o

enxerto tumoral promoveu um cancer de mama como o esperado.

Para os glébulos vermelhos, representados na Figura 28, ndo houve
alteracdo significativa em parametros como, concentracdo de eritrOcitos,
hemoglobina e plaguetas, entretanto a reducdo no tamanho das hemacias
(Figura 28G) foi significativa entre os animais dos grupos que foram
administrados com doxorrubicina em comparagao aos sadios, considerando que
a eritropoiese € um processo que necessita de tempos superiores a 48 horas %,
a administracdo dos farmacos ndo seria atribuida como causa por ter sido

realizada apenas 4 horas antes da coleta do sangue.
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Figura 28 - Analise hematoldgica da parte vermelha do sangue dos camundongos apés
4 horas de tratamento. A) Concentracdo de eritrocitos, B) Porcentagem de hematécritos, C)
Concentracdo de hemoglobina, D) Concentracdo de hemoglobina corpuscular média, E)
Concentracdo de hemoglobina corpuscular média, F) Concentragdo de plaquetas, G) Volume
corpuscular médio com ** representando p=0,0020 e *** com p=0,0006, H) Desvio padrdo da
distribuigcdo de eritrdcitos e 1) Coeficiente de varia¢do da distribuic@o de eritrécitos.



Avaliacdo da prevencdo da perda Ossea provocada pela

guimioterapia em animais sem tumor

A perda 0ssea € um processo de desbalanco no metabolismo 6sseo que
pode ser desencadeado por acédo de farmacos quimioterapicos, a fim de avaliar
a influéncia da doxorrubicina e o potencial preventivo da NLSDox, animais sem
tumor foram tratados apés 3 semanas de experimentacdo e ao fim da sexta
semana, foram eutanasiados para coleta de 6rgaos e avaliagcdo de parametros
clinicos. Os animais foram imageados durante a experimentacao para obtencéo

de dados relativos a densidade 6ssea, pulmonar e perfil inflamatorio.

A Figura 29A apresenta a mensuracdo do peso corporal dos animais
durante a experimentac¢ao, onde ndo ha diferencas significativas entre os grupos
ao longo do tempo. Para o peso dos érgaos (Figura 29B-G), foi observada a
esplenomegalia (Figura 29B) e hepatomegalia (Figura 29D) nos animais
tratados com NLSDox, as nanoparticulas sdo adsorvidas e captadas pelo baco
e figado, influenciando na sua biodistribuicdo, quanto menor a sua captacao,

melhor a biodistribuicdo para os tecidos-alvo na quimioterapia 9.
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Figura 29 - Avaliacdo da variacdo do peso corporal (A) e do peso dos 6rgdos coletados
dos animais sem tumor 6 semanas apos o tratamento. B) Bagco com valores de p=0,0007 para
DoxHCI, p=0,0009 para os Sadios e p=0,0022 para Dexametasona quando comparados aos
animais tratados com NLSDox. Os outros 6rgdos coletados foram coragédo (C), figado (D,
p=0,0164), linfonodo (E), pulméo (F) e rins (G).

Outra analise clinica realizada nos animais ao fim da experimentacéo foi
a hematologia (Figuras 30 e 31). Analisando as células brancas do sangue, foi
observada alteragfes na distribuicdo das células de diferentes tamanhos (Figura
30C e E), onde a NLSDox apresenta a recuperagcao de valores alterados nos
animais tratados em relacdo a DoxHCl quando comparados aos valores
referentes aos animais saudaveis sem tratamento. O tratamento com
dexametasona foi utilizado para induzir a perda 6ssea nos animais e apresentar

um controle positivo de menor densidade mineral nos 0ssos, esse desbalanco



no metabolismo promoveu alteracdes sistémicas, além da perda éssea, a
dexametasona é um corticosteroide com efeito imunossupressor em quase todas

as células, o que esta representado nos graficos C, E e G da Figura 30.
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Figura 30 - Analise hematolégica da parte branca do sangue de animais tratados sem
tumor. A) leucdcitos totais. B) concentracdo de células pequenas. C) porcentagem de células
pequenas, com alteracbes significativas nos animais tratados com NLSDox (p=0,0005) em
comparacao com DoxHCI, também héa reducéo nos animais tratados com DoxHCI (p=0,0001) e
dexametasona (p=0,0215) em relacdo aos sadios. D) concentracdo de células de tamanho
médio. E) porcentagem de células medianas onde NLSDox apresenta diferengca com DoxHCI
(p=0,0006) e dexametasona, esses mesmos grupos apresentaram diferencas em relacdo aos
animais saudaveis (p=0,0001 e 0,0072 respectivamente). F) concentracdo das células grandes.
G) porcentagem de células de maior tamanho (p=0,0138).



Complementar ao analisado na faixa branca do sangue, os eritrcitos
também foram quantificados (Figura 31), os animais tratados com doxorrubicina
apresentaram um quadro de redugéo de hematdcritos (Figura 31C), a anemia é
relacionada com a perda éssea %°, onde o desequilibrio no metabolismo 6sseo
atinge a medula, alterando a proliferacéo de células precursoras, influenciando
também no tamanho que essas células apresentam na maturacao, além disso a
eritropoetina estimula precursores de osteoclastos % % 9(Figura 31G-1). O
tratamento com NLSDox recuperou valores de hematdcrito, estabilizando a
quantidade e distribuicéo de eritrocitos, o que pode indicar uma normalizacdo na

producao de células sanguineas na medula 6ssea (Figura 31C).
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Figura 31 - Hematologia da porcao vermelha do sangue de animais tratados sem tumor.
A) concentracdo de eritrocitos. B) concentracdo de hemoglobina. C) porcentagem de
hematocritos com diferencas significativas de NLSDox (p=0,0038), sadio (p=0,0014) e
dexametasona (p=0,0010) em relacdo aos animais tratados com DoxHCIl. D) hemoglobina
corpuscular média (p=0,0147). E) concentragcdo da hemoglobina corpuscular média. F)
concentracdo de plaquetas. G) volume corpuscular médio, onde dexametasona apresentou



aumento em relacdo a NLSDox, DoxHCI e sadio (p <0,0001, 0,0026 e 0,0003 respectivamente).
H) desvio padrdo da distribuicdo dos eritrocitos com dexametasona apresentando diferenca
significativa em relacdo a NLSDox (p=0,0135), DoxHCI (p=0,0019) e sadios (p=0,0094), os
animais tratados com DoxHCI também apresentaram aumento em relacéo a NLSDox (p<0,0001)
e os sadios (p<0,0001). ) coeficiente de variagdo da distribuicdo dos eritrécitos, onde DoxHCI
apresentou aumento em relacdo a NLSDox, sadios e dexametasona (valores de p=0,0032,
0,0071 e 0,0086 respectivamente).

Por apresentar menores efeitos adversos na administracao
nanoestruturada, a quimioterapia com NLSDox implica na maior taxa de
sobrevivéncia dos animais (Figura 32), onde o Unico grupo a hao atingir 100%
de sobrevivéncia dos animais sem tumor ao longo de 6 semanas foram os com
tratamento de cloridrato de doxorrubicina, levando a 50% de mortalidade na
tltima semana de experimentacdo. Os animais receberam a mesma quantidade
de farmaco, o que atribui a maior sobrevivéncia é a forma farmacéutica que foi

utilizada, a nanoparticula lipidica sélida.
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Figura 32 - Porcentagem de sobrevivéncia dos animais ao longo de seis semanas de
experimentagéo.

Complementando a avaliacédo dos efeitos adversos da quimioterapia e sua
atenuacao pelo tratamento com NLSDox, foi realizada a avaliagdo do perfil de
inflamacéo crénica nos animais na sexta semana de experimentagdo, trés
semanas apo0s o tratamento (Figura 33). A variabilidade entre os animais
tratados com NLSDox resultou na auséncia de significAncia estatistica na
quantificacdo da inflamagédo na regido do tumor primario, por outro lado os
animais que receberam o cloridrato de doxorrubicina tiveram menor radiancia,

indicando menor atividade de células imunoldgica que secretam moléculas



reativas de oxigénio (Figura 33B). Tseng e Kung "° descreveram em 2012 como
a utilizacao de lucigenina pode ser utilizada para a determinacao da inflamacao

cronica devida a atividade de NADPH oxidase dos macrofagos.
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Figura 33 — Imageamento de quimioluminescéncia em inflamag&o crénica nos animais
sem tumor. A) fotografias obtidas da distribuicdo dos fétons emitidos. B) a quantificacdo da
radiancia na regiao do tumor primario (flanco esquerdo) (p=0,472).

A avaliacdo da prevencdo da perda 6ssea em animais sem tumor foi
fundamentada em duas técnicas, a tomografia computadorizada e a microscopia
eletrbnica de varredura, para avaliar os parametros de animais saudaveis, foram
quantificados o volume do tecido 6sseo e do pulméo (Figura 34A), o maior valor
de HU presente nos voxels do pulméo (Figura 34B) e o menor valor encontrado
no tecido 6sseo (Figura 34C).

A presenca de voxels de alto valor HU na regido pulmonar indica a
presenca de muco, fibroses ou tumores, considerando que a composi¢cao
principal da porgéo interior do pulméo é de ar, com HU variando de -100 a -1000,
Gehr et al % apresentaram em 1978 a avaliacdo da ultraestrutura de pulmdes
humanos, onde 86,5% ¢é caracterizada por espacos com ar. A distribuicdo de
voxels na escala Hounsfield para enfisema entre pulmdes saudaveis foi descrita
por Hoffman et al ® em 2014, este estudo é baseado no principio que o volume
do pulméo pode ser quantificado pela escala de HU do ar puro, assim como a

presenca de doengas podem alterar a radiodensidade no tecido.
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Figura 34 - Pardmetros obtidos em animais saudaveis em relagéo ao volume dos tecidos
(A), maior valor de HU encontrado na regido pulmonar (B) e menor valor de HU encontrado no
tecido 6sseo (C).

Com a aquisicao das imagens por tomografia computadorizada, o volume
do tecido 6sseo foi quantificado apds a segmentacdo de voxels presentes na
faixa de 350 a 5000 HU (Figura 35A), para o pulmao, foram segmentados voxels
com HU de -100 a -1000 (Figura 35B). Os volumes mensurados sao dos voxels
presentes dentro da faixa considerada ideal para o tecido, a alteracdo nesse
volume indica a diferente composi¢ao no tecido e ndo a sua dimensao, uma vez
gue um osso descalcificado, por exemplo, apresentaria valores menores de 350

e seria desconsiderado no volume segmentado.
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Figura 35 - Mensuracao do volume obtido apos a segmentacéo do tecido ésseo (A) e
do pulmao (B) em tomografia computadorizada.

Além da segmentacéo para obtencédo dos volumes de voxels dentro das
faixas de interesse, também é fornecido a amplitude de HU no tecido avaliado.
Na Figura 36A, os menores valores de HU encontrados no tecido 6sseo dos
animais foram quantificados, a fim e avaliar a presenca de regides de baixa

radiodensidade, equivalente a desmineralizac&o, no 0sso. Para o pulméao Figura



36B, foram avaliados os maiores valores de HU da amostra, onde valores
positivos indicam a presenca de agua, muco, fibroses ou até metastases®. Nao
foram quantificadas diferencas significativas entre os grupos, uma das limitacdes
da tomografia computadorizada € a resolugédo, o tamanho do voxel padrao é
250um, j& os depdsitos de calcio estdo em resolucdes de voxels até 20um. Os
valores para o pulmdo apresentaram valores positivos inclusive em animais
sadios (Figura 34B), além da resolucéo, os animais sdo mantidos em maravalha,
0 que pode provocar alteracdes morfoldgicas nas vias aéreas pela respiracao de
fragmentos e po.
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Figura 36 - Quantificagcdo do HU nos voxels presentes de menor valor no tecido 6sseo
(A) e de maior valor no pulméo (B).

Complementando a quantificagdo da distribuicdo de HU nos voxels do
pulméo, foram coletadas imagens de pranchas de raio x da tomografia
computadorizada (Figura 37), onde ndo € possivel observar a presenca de
nodulos no pulméo, porém é visivel a atenuacdo aumentada na aparéncia
amorfa no animal sadio (Figura 37C), ao contrario da fibrose pulmonar em
humanos, que apresenta forma hexagonal semelhante a favos de mel 1%, a

fiborose em camundongos ¢é irregular e de dificil caracterizagdo morfolégica .
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Figura 37 - Pranchas de raio x da regido toraxica obtidas por tomografia
computadorizada. A) NLSDox. B) DoxHCI. C) Sadio. D) Dexametasona.

Com a tomografia computadorizada, também foi possivel avaliar a
variagdo da radiodensidade da matriz mineralizada no tecido ésseo, apresentada
na Figura 38. A perda 0ssea pode provocar o enfraguecimento do esqueleto,
por reducdo da mineralizacdo ou distribuicdo da parte esponjosa da medula
0ssea, indicada pelas setas azuis, ou pelos danos provocados ao 0SSO
compacto, indicado pela seta branca. Outra forma de perda 6ssea observada foi
a reducado da mineralizacdo na regiao da placa de crescimento (setas azuis), o
gue aponta a influéncia do tratamento com doxorrubicina no crescimento ésseo.
Os animais tratados com NLSDox sdo morfologicamente semelhantes aos
saudaveis, indicando a prevencao da perda 6ssea provocada pela doxorrubicina

Nnos animais sem tumor.



DEXAMETASONA

DOXHCL

NLSDOX

o
N a4
- — e
e e
g -
Pe e rummmne uo“
— -

PROJECAD 3D

HOUNSFIELD UNIT

HOUNSFIELD UNIT

Figura 38 - Imageamento por tomografia computadorizada do tecido 6sseo observado
em diferentes resolu¢des e processamentos da imagem. Setas azuis indicam 0 0SS0 esponjoso,
setas verdes indicam a placa de crescimento e a seta branca aponta a perda éssea no 0sso
compacto.

A tomografia computadorizada apresenta limitagbes nas observacgdes por
ter menor resolucdo, a fim de obter imagens com mais detalhes sobre a
morfologia do tecido ésseo apos o tratamento, os fémures foram micrografados
(Figura 39). Em cortes longitudinais e em menor magnificacdo € possivel
observar a diferente distribuicdo e menor quantidade do 0sso esponjoso na
regido da medula 6ssea (setas verdes) em animais tratados com DoxHCI e
dexametasona. Apesar de conter a mesma quantidade de farmaco em relacéo
ao grupo tratado com DoxHCI, o tratamento com NLSDox preveniu a perda

Ossea apresentada pela DoxHCI na regido do 0sso esponjoso (setas verdes).

Em maiores magnificagbes ndo é possivel observar alteragdes
morfologicas na regido da placa de crescimento (setas rosas) apesar da reducao
na radiodensidade observada nas setas verdes da Figura 38. As setas azuis
indicam a presenca de poc¢os de reabsor¢ado 0ssea provocados pela atividade de



osteoclastos, essas estruturas sdo observadas em 0ssos saudaveis, porém em
maior quantidade nos ossos com osteoporose. Nao foram avaliadas grandes

regides de reabsorcéo 0ssea na porgdo esponjosa do fémur entre os grupos.

Com a avaliagdo dos aspectos clinicos, seguidos de imageamento e
microscopia eletrénica, foi observada a perda 0ssea provocada pelo tratamento
com doxorrubicina, esta foi prevenida com a utilizagdo da NLSDox em animais
sem tumor, além da reducdo da toxicidade sistémica provocada pela

quimioterapia.
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Figura 39 - Micrografias de fémur dos animais tratados sem tumor em diferentes
magnificacdes no corte longitudinal. As setas verdes indicam a organizacdo do 0SSO esponjoso
na regido da medula 0ssea e as setas azuis apontam pontos de reabsorcao 0ssea.

Avaliacdo da prevencéo da perda 6ssea em animais com tumor

ap0Os a quimioterapia com SLNDox

Com a prevencdo da perda 6ssea sendo observada nos animais sem
tumor tratados com NLSDox, a avaliagdo em animais com tumor é importante
devida a potencializacdo da reabsorcédo 6ssea provocada pelo cancer de mama

independentemente do tratamento.



Assim como na experimentacdo da biodistribuicdo, parametros de
controle do modelo tumoral e qualidade de vida dos animais foram monitorados,
como o peso corporal, apresentado na Figura 40A, onde ndo houve perda de
peso significativa ao longo do tempo, apenas uma reducdo para 0S grupos
tratados com a doxorrubicina em sua forma comercial, essa perda de peso pode

ser atribuida aos efeitos colaterais do tratamento, incluindo nauseas.
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Figura 40 — Avaliacdo do peso ao longo do tempo (A) e do peso dos 6rgaos coletados
apos o tratamento. Em B o bago teve alteragdes no peso em animais com tumor tratados com
NLSDox (p=0,0009) e sem tratamento, com PBS (p=0,0125) quando comparados com os sadios,
ja os animais tratados com DoxHCI apresentaram menor peso no bago em relacéo aos tratados
com NLSDox (p=0,0125). Os pesos do coragéo (C), figado (D), linfonodo axilar (E), rins (G) e
tumor (H) ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos. O peso do pulméo (F)
apresentou diferengas significativas entre os grupos, onde dexametasona aumentou 0 peso em



relacédo a DoxHCI (p=0,0025), PBS (p=0,0105) e sadios (p=0,0015), NLSDox também apresentou
um aumento em relacdo a DoxHCI (p=0,0307) e sadios (p=0,0165).

Ao inicio da sexta semana apds 0 enxerto tumoral, os animais foram
eutanasiados completando o fim da experimentacdo, seus oOrgdos foram
coletados cirurgicamente para avaliagcdes morfologicas. Na Figura 40 estdo as
avaliacdes estatisticas do peso dos 6rgaos para 0s animais com tumor e o grupo
sadio como controle. O tratamento com NLSDox apresentou aumento no peso
do pulmédo (Figura 40F) e no baco (Figura 40B), 6rgdos relacionados a
patogénese do cancer de mama, o mesmo foi observado nos animais com tumor
sem tratamento e com dexametasona, no caso do pulméao (Figura 40F). Os
animais tratados com NLSDox apresentaram maior pesagem do baco em
relacdo aos DoxHCI (Figura 40B), o que pode ser atribuido a adsorcdo de

nanoparticulas pelo 6rgéo %.

Além de tecidos sdlidos, foi coletado o sangue para analise hematolégica
representadas nas Figuras 41 e 42. Para 0s animais com tumor, alteragdes
significativas foram observadas para os glébulos brancos com aumento na
concentracdo de leucdcitos totais (Figura 41A), indicando leucocitose nos
animais tratados com NLSDox. Também foram observadas alteracbes na
distribuicdo das subpopulacdes de glébulos brancos nos grupos com tumor em
relacdo aos animais saudaveis (Figura 41B-G), alteracbes atribuidas ao

processo da progressao tumoral.



@
=1
*

'y
=]

Leucécitos Totais (x1 0* pL)
3 3 >

=

+ S & P
xjf’ o"& < ”’@"
# KKK
¢ 1
C * kKK * ook K

KRk
o © 2
& & & *
& F dp,@&o

» ] o
& 0\@“‘@
e

< S

2

-

2

Células pequenas (x10%pL)
Células pequenas (%)

o

0
4

%

4(
%,

%* % % %k

* ok kK * kK
ok k%

m

3
*

o
=]
8

)
S

B D
S o

Células medianas (%)
3

Células medianas (x103n'|.|L) U

o

s & &S & &S
‘@\. & < ‘é@

&
.
10
; 5
0
‘y"" fc} & &

%
®

-
o
N
=]

-
]

2]

Células grandes (x10%/pL) -
Células grandes (%)
3

-]

o O 2
& F & gé“o &

& &
& &

& P

Figura 41 — Andlise hematolégica da fase branca do sangue dos animais com tumor 6
semanas ap0s o tratamento. A) leucdécitos totais (p=0,0273). B) concentracdo de células
pequenas. C) porcentagem de células pequenas, onde *** apresenta p=<0,0001. D)
concentracdo de células medianas (p=0,0193). E) porcentagem de células de médio tamanho,
com aumentos em relacdo ao controle nos grupos NLSDox, DoxHCI, PBS e dexametasona, onde
os valores de **** equivalem ao p=<0,0001. F) concentragéo de células grandes (p=0,0445). G)
porcentagem de células de tamanho grande.
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Figura 42 -Analise hematologica das células vermelhas presentes no sangue dos
animais com tumor apds seis semanas de tratamento. A) concentracdo de eritrdcitos. B)
concentragcdo de hemoglobina. C) porcentagem de hematdcritos. D) hemoglobina corpuscular
média. E) concentracdo de hemoglobina corpuscular média. F) concentracdo de plaquetas. G)
volume corpuscular médio com aumento do grupo dexametasona em relagdo ao DoxHCI
(p=0,0232) e sadios (p=0,0152). H) desvio padrédo da distribui¢cdo de eritrécitos com aumento do
DoxHCI em relacéo a NLSDox (p=0,0038), PBS (p=0,0289) e sadios (p=0,0001), com alteracéo
também nos animais tratados com dexametasona (p=0,0263) em relacdo aos sadios. )
coeficiente de variacdo da distribuicdo dos eritrécitos com aumento em DoxHCI em relacédo a
NLSDox (p=0,0071), PBS (p=0,0409), dexametasona (p=0,0266) e animais sadios (p=0,0024).

A analise estatistica para as alteracbes hematologicas dos glébulos
vermelhos de animais com tumor estd representada na Figura 42, onde é
observada aumento no tamanho médio das hemacias (Figura 42G) para o grupo
tratados com dexametasona quando comparados com os tratados com DoxHCI
e 0s animais controle sadios. Ja o desvio padrdo e o coeficiente de variacdo da
distribuicao de eritrécitos (Figura 42H e |) apresentaram diferencas significativas
entre os grupos, indicando que 0S grupos com aumento nesse parametro

apresentam hemacias de diferentes tamanhos. A presenca de perda 6ssea é



responsavel por alterar a morfologia e distribuicéo de eritrécitos 12, ressaltando
0 potencial preventivo de perda 0ssea da NLSDox que apresentou valores de

glébulos vermelhos normalizados em relagéo ao controle sadio.

Comparando as alteracdes hematoldgicas entre animais com e sem tumor
tratados com DoxHCI, é apresentada na Figura 43 a auséncia de leucocitose
provocada pelo tumor (Figura 43A), reducao nas células pequenas em animais
com tumor, grupo que inclui neutréfilos (Figura 43B) e aumento na porcentagem
de células medianas, incluindo linfocitos, quando ha presenca de cancer (Figura
43C). A reducéo dos hematdcritos é observada apenas nos animais sem tumor,
porem as alteracfes na distribuicdo de eritrocitos estdo presentes nos animais

tratados e nos com tumor (Figura 43E-H).
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Figura 43 — Avaliagcdo hematoldgica para os animais tratados com DoxHCI com e sem
tumor. Os valores de p para **** sdo <0,0001. Em A, o aumento nos leucdcitos totais nos animais
sem tratamento em relacdo aos tratados com tumor (p=0,0287), sem tumor (p=0,0353) e sadios
(p=0,0213). B) porcentagem de células pequenas, e 0s animais sem tumor apresentam
diferencas entre os com tumor (p=0,0004), PBS (p=0,0013) e os sadios (p=0,0057). C)
porcentagem de células medianas com alterac@o dos animais sem tumor em rela¢do aos com
tumor (p=0,0010), sem tratamento (p=0,0025) e sadios (p=0,0014). D) porcentagem de células
grandes. E) porcentagem de hematdcritos (p=0,0099). F) volume corpuscular médio. G)
coeficiente da variagcdo da distribuicdo de eritrocitos com aumentos nos animais tratados com
tumor (p=0,0133) e sem tumor (p=0,0347) em relacdo ao controle. H) desvio padrdo na
distribuicdo dos eritrocitos com alteracdes em relagdo aos sadios nos grupos de animais sem
tumor (p<0,0001) e PBS (p=0,0217), os animais tratados com tumor também apresentaram
aumento em relagdo aos sem tratamento (p=0,0093).

O mesmo foi avaliado para os animais tratados com NLSDox, onde é

possivel observar a leucocitose em animais com tumor (Figura 44A), e perfis

semelhantes ao de DoxHCI quando comparados a porcentagem de células



pequenas e medianas Figura 44, também foi observado o aumento de células
grandes entre 0s animais tratados com e sem tumor, esse grupo engloba os
macrofagos e células apresentadoras e antigenos (Figura 44D). As alteracfes
nos glébulos vermelhos, observadas na Figura 44E-H s&@o observadas nos

grupos com tumor, podendo ser atribuidas a progresséo do cancer.
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Figura 44 — Analise hematoldgica dos animais tratados com NLSDox. A) leucdécitos totais
com aumentos nos animais com tumor em relacdo aos sem tumor (p=0,0070) e sadios
(p=0,0085). B) porcentagem de células pequenas (p<0,0001). C) porcentagem de células
medianas (p<0,0001). D) porcentagem de células grandes (p=0,0124). E) porcentagem de
hematécritos (p=0,0455). F) volume corpuscular médio (p=0,0078). G) coeficiente de variacédo
da distribuicéo de eritrécitos. H) desvio padrdo da distribuicdo dos eritrocitos com aumentos nos
animais com tumor em relacdo ao sem tumor (p=0,0019) e sadios (p=0,0015), também
observado nos animais sem tratamento em relacdo aos sem tumor (p=0,0014) e sadios
(p=0,0011).

Como foi realizado na avaliagdo da biodistribuicdo da doxorrubicina, a
avaliacdo da progressao tumoral tinha como objetivo determinar a eficacia no
enxerto do tumor primario, seu crescimento e quantificar focos metastaticos na
regido do torax, indicando progressao da metastase pulmonar. A avaliagdo da
progressao tumoral é importante pela interagdo entre tumor primario, metastase
pulmonar e perda Ossea. A emissdo de fotons pela luciferase presente nas
células cancerosas do enxerto foi quantificada e as imagens obtidas foram

analisadas ao longo de 6 semanas apos o enxerto (Figura 45).

A Figura 45 possui um animal representativo para cada grupo e suas
imagens ao longo do tempo, a escala de radiancia média das fotos de toda a
imagem estéd representada no lado direito e a auséncia de focos coloridos

digitalmente se da pelo ajuste de escala, que é necessaria a manipulacao de



valores maximos e minimos a serem exibidos a fim de evitar a saturacdo e o
realce de auto luminescéncia, dessa forma a presenca de um foco com altos
valores de radiancia, ofusca, digitalmente regides com menores valores, para
avaliar essa luminescéncia, os valores foram quantificados e apresentados na

Figura 46.

Apés a obtencao das imagens representadas na Figura 45, é criada uma
regido de interesse englobando o tumor primério e outra para regido do térax, a
fim de quantificar a emisséo especifica em regides de concentracdo de células
cancerosas. A andlise quantitativa de fotons emitidos pelos animais apos
administracdo de luciferina é representada na Figura 46, com o tumor primario

em A, e a metastase pulmonar em C.
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Figura 45 — Fotografias da emissdo de bioluminescéncia pelas células cancerosas em
animais ao longo da experimentacéo, a escala de cores indica a radiancia dos fotons emitidos.

A progressdao do tumor primario foi uniforme entre os grupos, sem
diferenca estatistica, representada na Figura 46A, o perfil de progresséao teve
crescimento maior no grupo tratado com dexametasona ao longo do tempo em
comparagao com o0s outros tratamentos (B). Para a regido pulmonar (C), houve
surgimento de metastases em menor tempo nos animais do controle positivo,
tratados com dexametasona. Ao avaliar a Ultima semana, os animais tratados

com NLSDox apresentaram prevencdo no surgimento de metéstases



pulmonares, esse fendmeno é descrito por dos Santos Camara et al, 2017 32 em
animais tratados com doxorrubicina associada a uma nanoemulséo, a prevencéo

das metastases também foi observada por Lu et al, 2022 193 apés o tratamento

com micelas contendo doxorrubicina.
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Figura 46 — Quantificacdo dos fotons emitidos pelas células cancerosas presentes na
regido do tumor primario (A e B) e da metastase pulmonar (C e D). O perfil da progressdo do
tumor primério ao longo do tempo é apresentado pela &rea sob a curva dos grupos, com aumento
nos animais tratados com dexametasona em relagdo ao NLSDox (p=0,0070), DoxHCI (p=0,0086)
e PBS (p=0,0126) (B). Em D, a sexta semana na regido da metastase pulmonar apresentou
reducdo nos animais tratados com NLSDox em relagdo aos tratados com DoxHCI (p=0,0003),
sem tratamento (p<0,0001) e dexametasona (p=0,0088).

Outra metodologia utilizada para a avaliacdo da progressao tumoral € a
mensuracao do volume com auxilio de um paquimetro, onde duas medidas sao
guantificadas e entdo é calculado o volume tumoral, representado na Figura
47A. O perfil observado na avaliacdo com o paquimetro é semelhante ao obtido
pela bioluminescéncia na Figura 46A, e ndo houve diferenga estatistica no

volume tumoral entre os grupos ao longo do tempo (Figura 47A).
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Figura 47 — Avaliacdo de parametros clinicos durante a experimentagao. A) mensuragao
do volume tumoral por paquimetro. B) porcentagem de sobrevivéncia ao longo de seis semanas
de experimentagéo.

Os animais tratados com a nanoestrutura apresentaram 100% de
sobrevivéncia (Figura 47B), dessa forma, o tumor teve crescimento até o fim do
experimento, na sexta semana. A concentracdo utilizada de doxorrubicina no
experimento esta abaixo do necessario para a morte do tumor primério, sendo
escolhida para a avaliacdo dos efeitos nos tecidos com manutencdo da
sobrevivéncia dos animais, com isso, 0S tumores apresentaram progressao

positiva ao longo do experimento.

Além da eficiéncia terapéutica, uma caracteristica ideal para o tratamento
com farmacos antineoplasicos associados a nanoestruturas é o aumento da
sobrevivéncia dos animais tratados, na Figura 47B esta o grafico de comparacao
das curvas de sobrevivéncia ao longo do tempo, para os animais com tumor,

apenas o grupo tratado com NLSDox ndo apresentou mortes.

Os grupos tratados com DoxHCI apresentaram mortalidades
independente da presengca de tumor, indicando que o tratamento

nanoestruturado possui um carater protetor em relacéo a efeitos adversos letais,



considerando que todos os animais tratados receberam a mesma dose do
farmaco em sua forma comercial ou em nanoparticula lipidica. Petersen et al 194
realizaram, em 2016, uma metanalise comparando a eficicia dos tratamentos
convencionais contra a doxorrubicina associada a lipossomas em estudos pré-
clinicos e clinicos, onde ha a maior sobrevivéncia em estudos em camundongos
com tratamentos nanoestruturados, Gabizon et al, 2002 1° observaram a maior

sobrevivéncia em animais tratados com a doxorrubicina lipossomal Doxil.

O imageamento in vivo também foi utilizado com o marcador de
inflamacédo cronica, lucigenina, que emite fétons na presenca de espécies
reativas de oxigénio liberadas pelas células do sistema imunitario (Figura 48).
Fotografias obtidas durante a quantificagdo dos fétons apresentam auséncia de
cor digital pela grande diferenca na radiancia dos animais (Figura 48A), mas a
quantificacdo exata desses valores esta representada no item B, onde os
animais tratados com NLSDox recuperaram parcialmente a imunossupressao
causada pela quimioterapia, a imunossupressao também é observada em
animais tratados com dexametasona que apresenta atividade anti-inflamatéria

imunossupressora.
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Figura 48 — Ensaio de inflamac&o crénica por quimioluminescéncia na sexta semana de
experimentacdo. A) fotografias dos fétons emitidos pela lucigenina em regides inflamadas nos
animais. B) quantificac@o da emissdo de fotons na regido do tumor primario, 0s animais com
NLSDox apresentaram valores maiores que os DoxHCI (p=0,0049), PBS apresentou maior
inflamacéo em relagédo aos tratados com DoxHCI (p=0,0440) e os grupos NLSDox (p=0,0072),
DoxHCI (p<0,0001), PBS (p=0,0041) e dexametasona (p=0,0034) apresentaram menor atividade
de células do sistema imunitarios em relagéo aos animais sadios.

Além da emissao de bioluminescéncia, a tomografia pode ser utilizada

para avaliar a presenca de metstases pulmonares atraves da atenuagao do raio
x pelas células do tumor sem a necessidade de administracdo de contraste no



animal. O volume do tecido ésseo foi quantificado a partir da segmentacao das
imagens na faixa de 350 a 5000 HU nos volumes de interesses criados
delimitando o esqueleto do animal (Figura 49A). A variabilidade entre individuos
foi observada sem alteracdo significativa entre os grupos. A quantificacdo do
volume pulmonar (Figura 49B) apresentou grande variabilidade entre individuos

de todos os grupos experimentais, sem diferencas significativas.
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Figura 49 — Mensuracédo de volumes segmentados por tomografia computadorizada. A)
tecido 6sseo. B) pulmao.

A reducédo no valor minimo de HU (Figura 50A) quantificado no tecido
0sseo representa a auséncia de calcificacdo causada pela perda 6ssea ou a
presenca de células cancerosas no tecido, provocando a reducéo da atenuacédo
do raio x. Nao foi observada reducao significativa no valor minimo de HU ao
longo do tempo entre 0s grupos experimentais. O valor maximo de HU (Figura
50B) representa os voxels na amostra de pontos com maior radiodensidade,

esses voxels, quando no tecido pulmonar, indicam a presenca de muco ou



tecidos moles, ao contrario do ar. O menor valor de HU esperado é de -1000,

equivalente a radiodensidade do ar.
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Figura 50 — Avaliacé@o dos valores de HU presentes no voxels dos volumes de interesse
avaliados na tomografia computadorizada. A) menores valores de HU no tecido 6sseo. B)
maiores valores de HU no pulméo.

A tomografia computadorizada proporciona a visualizacdo de estruturas
biolégicas sem a necessidade da eutanasia e contraste para a regidao pulmonar.
Na Figura 51 estéo representados os cortes transversais com énfase na caixa
toraxica onde é visivel o pulm&o com suas ramificagdes interiores, assim como
nos animais sem tumor, ndo foi observado a presencas de nédulos de metastase
e aglomerados de alta radiodensidade. A fibrose pulmonar em camundongos é
amorfa 1% 107 com aparéncia nebulosa na tomografia, o que é observado nos
animais tratados com NLSDox (Figura 51A), dexametasona (Figura 51E) e nos

animais com tumor e sem tratamento (Figura 51C).
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Figura 51 - Pranchas de raio x da regido pulmonar obtidas por tomografia
computadorizada na sexta semana de experimentacdo. A) NLSDox. B) DoxHCI. C) PBS. D)
Sadios. E) Dexametasona.

A tomografia computadorizada pode ser utilizada para avaliar a morfologia
de outros tecidos sem a necessidade de administracdo de contrastes, como por
exemplo o tecido 0sseo, rico em calcio, atomo com alta radiodensidade. A
Figura 52 representa a regido pélvica com visibilidade para os ossos longos
traseiros em animais com tumor, por apresentar o tamanho do voxel de 250um,
a projecdo 3D sem o pOs-processamento ndo € o suficiente para observar

alteracdes na mineralizacdo 0ssea.

Na Figura 52, a projecéo tridimensional obtida foi segmentada em uma
faixa de HU de 350 a 5000, valores que englobam o tecido 6sseo com suas
porcdes esponjosa e compacta, € possivel observar que em resolucdes maiores
que 20um alteracbes na matriz mineral sdo visiveis. A reducdo do 0sso
esponjoso, apontado pelas setas azuis, € maior nos animais tratados com
DoxHCl quando comparados aos do controle positivo de perda Ossea,
dexametasona. A NLSDox foi capaz de prevenir a perda éssea no 0SSO

esponjoso na regido da medula 6ssea em fémures de camundongos com tumor.
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Figura 52 — Projecdes de tomografia computadorizada do tecido 6sseo em diferentes
tamanhos de voxel, onde as setas azuis indicam 0 0SS0 esponjoso, as setas verdes apontam a
placa de crescimento e a seta branca indica a perda éssea na por¢cdo compacta do 0sso.

Além da perda 6ssea no 0SSO esponjoso, danos a estrutura da parte
compacta do osso foram apontadas na seta branca em animais com tumor sem
tratamento (Figura 52). A placa de crescimento apresentou grandes alteracdes
na espessura e na radiodensidade nos animais tratados com doxorrubicina
(Figura 52 setas verdes), ao contrario do observado nos tratados com NLSDox,
que estdo semelhantes aos animais saudaveis. A doxorrubicina é responsavel
pela baixa estatura em pessoas tratadas com o farmaco em quadros de leucemia
e outras doengas, o farmaco afeta o metabolismo 0sseo, impedindo o

crescimento dos o0ssos longos 108109,

Complementando a analise morfolégica por tomografia computadorizada,
foram obtidas imagens de microscopia eletrdnica de varredura dos fémures dos
animais com tumor tratados com doxorrubicina. Na Figura 53 estéo
representadas as micrografias de ossos longos em corte longitudinal, com setas
verdes indicando alteracdes na parte esponjosa do 0sso na regido da medula,
0s animais tratados com DoxHCI| apresentaram maior dano ao 0SS0 esponjoso
quando ha a presenca de céancer, esses danos foram prevenidos com o

tratamento associado a uma nanoestrutura. Também é possivel observar a



reducao na espessura do 0SS0 esponjoso (setas azuis), com o0s animais tratados
com NLSDox tendo maior espessura quando comparados com os DoxHCI. As
alteracdes na placa de crescimento corroboraram com o observado na
tomografia computadorizada (Figura 52 setas verdes), apresentando menor
quantidade de regibes contendo lacunas que contém células produtoras de
matriz mineralizada, importantes para o crescimento dos ossos longos (Figura
53 setas rosas). Dessa forma, o tratamento com NLSDox promoveu uma
prevencdo da perda O0ssea mesmo na presenca de cancer de mama triplo

negativo em estagio tardio.

NLSDOX DEXAMETASONA

PLACA DE
FRESBIMEHTU ' LONGITUDINAL
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Figura 53 — Micrografias do corte transversal de fémures dos animais apds seis semanas
de tratamento obtidas por microscopia eletrdnica de varredura. As setas verdes indicam a
organizagdo do 0sso esponjoso, as setas rosas apontam a placa de crescimento e as setas azuis
indicam 0 0sso esponjoso com maior magnificagao.

Conclusdes e Perspectivas

Partindo da hip6tese do potencial protetivo das nanoparticulas lipidicas
sélidas nos danos ao tecido 6sseo causados pela quimioterapia, o objetivo
principal dessa tese foi avaliar a prevencao da perda éssea em animais tratados

com nanoparticula lipidica sélida contendo doxorrubicina e conclui-se que:

A NLSDox € uma formulacao estavel;

Apresenta morfologia esférica;



Diametro médio inferior a 150nm;

A converséao de cloridrato de doxorrubicina para a base livre nédo

alterou a quantificacdo do farmaco por fluorimetria;

A NLSDox promoveu uma liberacdo controlada de doxorrubicina

em ensaio de dialise;

A Dbiodistribuicdo da doxorrubicina quando associada a

nanoparticula lipidica sélida promoveu menor acumulacdo em

orgaos relacionados aos efeitos adversos da quimioterapia;

A prevencédo da perda 0ssea foi observada em animais sem tumor

tratados com NLSDox, onde:

As alteracdes hematoldgicas foram normalizadas;

O perfil de inflamacé&o cronica foi estabilizado em relagcéao
aos animais saudaveis;

A sobrevivéncia foi mantida durante a experimentacao;

A ultraestrutura do fémur dos animais tratados com NLSDox
€ semelhante a observada nos saudaveis;

A atenuacao do raio x pelo tecido 6sseo é equivalente ao

saudavel em diferentes regides do fémur;

Quando a perda 0ssea é avaliada em camundongos com tumor e

tratados com NLSDox, concluiu que:

A perda Ossea é potencializada quando h&a a presenca de
cancer de mama;

Em animais com tumor, a NLSDox também preveniu a perda
0ssea nos camundongos;

AlteracBes hematologicas foram atenuadas;

A perda 0ssea na regido da placa de crescimento ocorre
com o tratamento de DoxHCI e é prevenido com o uso da
nanoestrutura;

O desgaste no 0sso esponjoso € prevenido, garantindo a

morfologia semelhante a de fémures saudaveis;

Dessa forma, conclui-se que a associagdo de doxorrubicina a

nanopatrticula lipidica solida acrescenta, as vantagens anteriormente discutidas

na literatura, o potencial de prevenir efeitos adversos severos ao tecido 0sseo,



controlando a perda 6ssea manifestada na calcificacdo da matriz mineral e
também na morfologia estrutural do tecido. A perda O0ssea provocada pela
guimioterapia tem danos intensificados quando ha a presenca de células de
cancer de mama, e neste cenéario a NLSDox também apresenta caréater protetivo

do metabolismo e estrutura do tecido 6sseo.

Para elucidar a relacao do perfil inflamatério com a prevencéo da perda
0ssea, € necesséria a realizacdo de ensaios de quantificagdo de citocinas e
quimiocinas presentes no metabolismo do tecido 6sseo, além de caracterizacao
das células do sistema imunitario. Ha também a importancia de avaliar se a
prevencdo da perda 6ssea pela NLSDox é diagnosticavel por analises clinicas
em ensaios bioquimicos e comportamentais em camundongos com ou sem

cancer de mama.

Além das alteracBes em sistemas biologicos, uma perspectiva a ser
elucidada a partir das observagcfes apresentada nessa tese € a interacdo da
doxorrubicina com a matriz mineral dos 0ssos e como a nanoparticula lipidica

sélida previne a perda 6ssea no ponto de vista fisico-quimico.
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