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RESUMO

Este trabalho visou investigar um novo sistema nanoestruturado para tratamento do
cancer de mama, baseado em nanocapsulas de acido poli(lactico-co-glicdlico)
(PLGA), que séo biocompativeis, e co-encapsularam nanoparticulas magnéticas
(NPM) e Selol. NPM possuem inumeros pape€is no tratamento do céancer, inclusive
destruicdo seletiva de células tumorais por magnetohipertermia; enquanto que o
Selol, uma mistura hidrofébica contendo selénio, aumenta a eficacia terapéutica de
guimioterapicos. A amostra de nanocapsulas magnéticas de Selol (NCMagh-SE) foi
caracterizada, e a sua toxicidade e efeito antitumoral foram avaliados por meio de
estudos in vitro e in vivo. Na caracterizagdo por microscopia eletronica, zetasizer e
espalhamento de luz dindmica, as nanocpsulas de NCMagh-SE apresentaram-se
monodispersas e com carga de superficie positiva. A toxicidade in vitro de (NCMagh-
SE) foi avaliada em células de adenocarcinoma mamario murino (4T1) e humano
(MCF-7) e em células normais de mama (MCF-10A). A citotoxicidade, avaliada pelo
método do MTT, foi dependente da dose, do tempo e da linhagem celular. Em doses
de 25 pg/mL de Selol + 1,25x10° particulas/mL e 50 pg/mL de Selol + 2,5x10°
particulas/mL, NCMagh-SE reduziu em 38%, em média, a viabilidade das células
tumorais, porém sem efeito nas células normais. Analises por microscopia de luz,
revelaram maior captacdo de NCMagh-SE pelas células tumorais. NCMagh-SE
induziu morte celular por apoptose e fragmentacao do DNA, conforme analises por
citometria de fluxo. Interessantemente, apds 4 horas de tratamento com NCMagh-
SE, ndo foi observada citotoxicidade em células 4T1. Entretanto, a exposicdo ao
campo magnético alternado (CMA), ap6s tratamento com NCMagh-SE, reduziu a
viabilidade celular significativamente. Ainda, em células MCF-7, NCMagh-SE reduziu
a viabilidade celular independentemente da exposicdo ao CMA, porém a toxicidade
aumentou significativamente ap6s exposicdo ao CMA. Sob acdo do CMA e com 100
ng/mL de Selol + 5x10° particulas/mL, a viabilidade celular foi significativamente
diminuida para 48,22%, enquanto que sem o CMA era de 62,20%. Os estudos in
vivo em camundongos BALB/C, portadores de tumor ortotépico autdlogo mamario
induzido por células 4T1, ndo mostraram toxicidade relevante ap6s o tratamento
com NCMagh-SE, por meio de analises hematoldgicas, bioquimicas, genotdxicas e
histoldgicas dos 6rgaos. Entretanto, foi verificado aumento da necrose tumoral nos
camundongos induzida pelo tratamento com NCMagh-SE. Quando o tratamento era
associado a administracdo do quimioterapico Paclitaxel, a necrose tumoral era ainda
mais evidente. A exposicdo ao CMA, posterior ao tratamento combinado de
NCMagh-SE e Paclitaxel via intratumoral, aumentou ainda mais o efeito antitumoral
do tratamento, diminuindo em aproximadamente 70% o volume do tumor em
comparacao aos camundongos do grupo controle tratado com solucao salina. Neste
contexto, nossos resultados mostram o potencial de NCMagh-SE para tratamento do
cancer de mama, incluindo a sua capacidade de potencializar o efeito
guimioterapico do Paclitaxel, além de induzir magnetohipertermia.

Palavras-chave: selénio, magnetohipertermia, nanoparticulas magnéticas,
nanocapsulas, cancer de mama



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate a new nanostructured system for treatment
of breast cancer, based on nanocapsules of poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA),
which are biocompatibles, and entrapped both magnetic nanoparticles (MNP) and
Selol. MNP have many roles in cancer treatment, including the selective destruction
of tumor cells by magnetohyperthermia; while Selol, a hydrophobic mixture
containing selenium increases the efficacy of chemotherapeutic agents. The sample
of magnetic nanocapsules of Selol (NCMagh-SE) was characterized, and their
toxicity and antitumor effect were evaluated by in vitro and in vivo assays. The
characterization by electron microscopy, zetasizer, and dynamic light scattering,
showed NCMagh-SE with monodisperse feature and positive charge. In vitro toxicity
of (NCMagh-SE) was evaluated in murine (4T1) and human (MCF-7) breast
adenocarcinoma cells, plus in normal breast cell line (MCF-10A). Cytotoxicity,
measured by MTT assay, was dose, time and cell line dependent. At doses of 25
ng/mL of Selol + 1.25x10° particles/mL and 50 pg/mL of Selol + 2.5x10° particles/
mL, NCMagh-SE reduced the neoplastic cells viability by 38%, with no effect on
normal cells. Analysis by light microscopy, showed higher uptake of NCMagh-SE by
tumor cells. NCMagh-SE induced cell death by apoptosis and DNA fragmentation in
analyzes performed by flow cytometry. Interestingly, NCMagh-SE was not cytotoxic
to 4T1 cells after 4 hours of treatment with NCMagh-SE. However, exposure to the
alternating magnetic field (AMF), subsequently to treatment with NCMagh-SE,
decreased significantly the cell viability. Also, NCMagh-SE reduced the MCF-7 cells
viability regardless of exposure to AMF, but the citotoxicity increased significantly
after exposure to the AMF. Under the action of AMF and NCMagh-SE (100 pg/mL of
Selol + 5x10° particles/mL), the cell viability was significantly reduced to 48.22%,
whereas without AMF was 62.20%. In vivo studies in BALB/c mice, bearing
orthotopic breast adenocarcinoma induced by 4T1 cells, showed no significant
toxicity after treatment with NCMagh-SE in hematological, biochemical, histological
and genotoxic analysis. Nonetheless, NCMagh-SE increased the tumor necrosis in
mice. When this treatment was associated with intravenous administration of
Paclitaxel, tumor necrosis was more evident. Exposure to AMF, after the combined
intratumoral treatment of NCMagh-SE and Paclitaxel, increased the antitumor effect
of the treatment, decreasing approximately 70% of the tumor volume in relation to
control group treated with saline. Thus, the results show the potential of NCMagh-SE
for breast cancer treatment, including their ability to enhance the chemotherapeutic
effect of Paclitaxel and to induce magnetohyperthermia.

Keywords: selenium, magnetohyperthermia, magnetic nanoparticles, nanocapsules,
breast cancer.
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1. INTRODUCAO

Céncer é o nome conferido ao conjunto de doencas caracterizadas pela
interrupcdo dos mecanismos que regulam o crescimento e a divisado celular e pela
habilidade das células cancerosas de invadirem outros tecidos. O céncer &€ um
problema de saude publica mundial e de acordo com a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), estima-se que em 2030 haja 27 milhdes de casos incidentes de
cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e 75 milhdes de pessoas vivas portadoras
de algum tipo de neoplasia maligna. No Brasil, as estimativas para o ano de 2012 e
2013 apontam para a ocorréncia de 518.510 novos casos de tumores malignos, para
cada ano (BRASIL, 2011).

Estima-se que o cancer de pele do tipo ndo melanoma (134 mil novos casos)
sera o0 mais incidente na populacao brasileira, seguido pelos tumores de préstata (60
mil), mama feminina (53 mil), célon e reto (30 mil), pulm&o (27 mil), estdbmago (20
mil) e colo do utero (18 mil) (BRASIL, 2011).

Em todo o mundo, o cancer de mama € o tipo de neoplasia maligna que mais
acomete as mulheres. O principal fator de risco para o cancer de mama € o
envelhecimento, porém ha outros fatores de risco bem estabelecidos, como o0s
relacionados a vida reprodutiva da mulher (menarca precoce, primeira gestacao
apos os 30 anos de idade, uso de anticoncepcionais orais, menopausa tardia e
reposicdo hormonal) e ao historico familiar de cancer de mama, em que
frequentemente s@o observadas alteracdes em genes relacionados a regulacéo, ao
metabolismo hormonal e ao reparo de DNA (BRASIL, 2011, 2012; STUCKEY, 2011,
ABDULKAREEM; ZURMI, 2012).

A Unido Internacional Contra o Cancer (UICC) classifica os tumores de mama
em cinco estagios baseando-se nas dimensdes do tumor, na analise dos linfonodos
e na ocorréncia de metastases (TANAKA et al., 2009; BRASIL, 2012). O Estagio 0
(zero) é chamado de carcinoma in situ, em que as células tumorais néo invadiram o
tecido circundante. No Estagio I, o tumor tem menos que 2 cm de diametro, porém ja
atingiu os tecidos proximos a mama. No Estagio Il, o tumor pode atingir até 5 cm,
sendo observada ou ndo a presenca de ceélulas tumorais nos linfonodos. No Estagio

lll, o tumor pode ser maior que 5 cm, podendo ou né&o ter se espalhado para os
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linfonodos. E por fim, no Estagio IV, ja € observada a ocorréncia de metastase, mais
comumente para 0s 0ssos, pulmdes, figado e cérebro (BRASIL, 2004).

Apesar de apresentar bom prognostico quando diagnosticado em fase inicial,
o cancer de mama € o tipo de neoplasia que mais leva ao 6bito na populacéo
feminina brasileira. A elevada taxa de mortalidade € devido, principalmente, ao
diagnostico tardio da doenca (BRASIL, 2012; LEE et al., 2012). Uma pesquisa
realizada no ano de 2006, em um hospital publico do Rio de Janeiro, mostrou que o
tempo mediano entre a realizacdo da mamografia e da biopsia era de 72 dias; e da
realizacdo da mamografia até o inicio do tratamento quimioterapico, era de 189 dias
(TRUFELLI et al., 2008). Em um estudo mais recente, Passman et al., (2011)
verificaram, por meio da analise de dados do Sistema de Informacdo do Cancer de
Mama (SISMAMA), do Ministério da Saude do Brasil, que o tempo entre a realizacéo
do exame de mamografia e a analise das imagens demorava mais de 30 dias em
67% dos casos.

O tratamento do cancer de mama baseia-se principalmente na cirurgia, na
guimioterapia, na radioterapia e na terapia hormonal. De maneira geral, nos Estagios
| e Il é realizada a cirurgia para retirada do tumor ou de toda a mama, seguida pelo
tratamento radioterapico. Nestas etapas pode ser realizada também a terapia
hormonal e com produtos biotecnoldgicos. Enquanto que nos Estagios Il e IV, o
tratamento inicial é sistémico, aplicando-se na maioria das vezes a quimioterapia.
Porém, o objetivo principal do tratamento de tumores no Estagio IV é melhorar a
qualidade de vida do paciente e aumentar sua sobrevida (MAUGHAN; LUTTERBIE;
HAM, 2010; BRASIL, 2012).

A cirurgia € uma das principais modalidades para tratamento e controle do
cancer (PURUSHOTHAM; LEWISON; SULLIVAN, 2012; RUITERKAMP; ERNST,
2011). Os procedimentos cirurgicos, ainda que eficazes em inumeros casos
diagnosticados na fase inicial, muitas vezes falham por néo ser possivel fazer a
retirada total ou mesmo parcial do tumor, além de apresentarem riscos de sequelas
fisicas e emocionais pds-operatorias.

A realizacdo de radioterapia apOs a cirurgia diminui a recorréncia local do
tumor, uma vez que elimina as células tumorais microscopicas remanescentes.
Porém, pode também ser realizada antes da cirurgia, com o objetivo de diminuir o
volume tumoral, facilitando a sua retirada. A exposicdo a radiacdo ionizante danifica

o material genético da célula de maneira direta ou, indiretamente, por meio da
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formacéo de radicais livres, induzido a morte celular. Embora as células neoplasicas
sejam mais susceptiveis ao tratamento radioterapico, as células normais
adjascentes ao tecido tumoral também séo danificadas, levando a diversos efeitos
colaterais. Ha relatos da ocorréncia de fibroses, danos vasculares, cardiacos e
pulmonares (MALAS ORUC et al., 2004; PIERCE, 2005; NILSSON et al., 2011)
posteriores ao tratamento radioterapico, além do desenvolvimento de céanceres
induzidos pela radioterapia (MAUGHAN; LUTTERBIE; HAM, 2010; SCHNEIDER et
al., 2011).

A quimioterapia é um dos tratamentos sistémicos mais utilizados no
tratamento do cancer e tem sido crescente o seu uso em combinacdo com duas ou
mais drogas. Dentre as drogas mais utilizadas no tratamento do cancer de mama
metastatico, encontram-se os taxanos (Paclitaxel) e as antraciclinas (Adriamicina e
Doxorrubicina). Entretanto, assim como a radioterapia, a quimioterapia é
inespecifica, causando danos ndo s6 as células tumorais, mas também as células
normais (FENG;CHIEN, 2003). Devido a distribuicdo sistémica dos quimioterapicos,
S840 necessarias altas doses para que se tenha efeito antitumoral, o que limita muito
a terapia, uma vez que sdo drogas muito toxicas. Outra limitacdo da quimioterapia é
a possibilidade de resisténcia do tumor as drogas (MISRA; ACHARYA, SAHOO,
2010).

Ja a terapia hormonal envolve o uso de inibidores enziméticos, como 0s
inibidores da aromatase, que blogueiam a conversdo de horménios androgénicos
em estrogeno, e de moduladores de receptores hormonais, como o tamoxifeno, que
€ utilizado para modular o efeito do estrogeno (LI et al.,, 2009; PUHALLA;
BHATTACHARYA,; DAVIDSON, 2012). Entretanto, a terapia hormonal s6 é efetiva
contra tumores que apresentam receptores hormonais. Além disso, assim como as
outras terapias, apresenta efeitos colaterais, como o0s observados ap0s o0 uso
prolongado do tamoxifeno, que esta relacionado ao risco aumentado de cancer de
endométrio em mulheres acima de 50 anos e as ocorréncias de trombose venosa
profunda e de embolia pulmonar (TANAKA et al., 2009; ABDULKAREEM; ZURMI,
2012).

Ja a terapia com produtos biotecnologicos tem sido muito utilizado o
trastuzumab (Herceptin®), um anticorpo monoclonal que se liga seletivamente ao
receptor-2 de fator de crescimento epidérmico humano (HER-2), uma proteina que é

superexpressa em 20 a 30% dos tumores de mama nos Estagios | e Il e que esta
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relacionada a um pior progndéstico. O tratamento com trastuzumab é combinado com
a terapia hormonal e com o uso de quimioterapicos, sendo capaz de aumentar a
sobrevida dos pacientes. Entretanto, esta combinacdo esta relacionada ao
aparecimento de toxicidade cardiaca (MAUGHAN; LUTTERBIE; HAM, 2010;
HARBECK, 2011; PEGRAM; LIAO, 2012).

As diversas desvantagens apresentadas pelas terapias convencionalmente
empregadas no tratamento do cancer tém estimulado a busca de novas alternativas
terapéuticas. Dentre estas, encontram-se as promovidas pela Nanobiotecnologia,
um campo da ciéncia que tem sido foco de diversos estudos cientificos nas ultimas

décadas e que vem apresentando promissoras aplicacdes biomédicas.

1.1. NANOBIOTECNOLOGIA E CANCER

A Nanobiotecnologia, uma subdivisdo da Nanotecnologia, envolve o
desenvolvimento e a pesquisa de nanomateriais para aplicacdes terapéuticas e de
diagnostico. O prefixo “nano” deriva da palavra grega “ando”, sendo que 1 (nm)
nandémetro equivale a bilionésima parte do metro. Na Nanotecnologia, bem como na
Nanobiotecnologia, sao utilizados materiais que apresentam pelo menos uma de
suas dimensdes na escala nanométrica (MOGHIMI; HUNTER; MURRAY, 2005;
SAHOO; PARVEEN; PANDA, 2007). Devido a pequena escala, estes hanomateriais
podem apresentar propriedades e comportamentos diferentes dos mesmos materiais
quando em micro ou macroescala, tais como maior resisténcia fisica, tolerancia a
temperatura e superparamagnetismo (MCNEIL, 2005; FERREIRA; RANGEL, 2009).

O conceito de Nanotecnologia se propagou em 1959, a partir de uma palestra
intitulada “There’s plenty of room at the bottom” (“Ha muito espago la embaixo”)
proferida pelo fisico Richard Feynman, que explorou a possibilidade de manipular
atomos e moléculas individualmente. Entretanto, o termo “Nanotecnologia” foi usado
pela primeira vez somente em 1974 quando Norio Taniguchi, um pesquisador da
Universidade de Toquio, usou essa palavra para se referir a capacidade de
desenvolver materiais na escala nanométrica (SAHOO; PARVEEN; PANDA, 2007).

A Nanobiotecnologia tem um incrivel potencial de revolucionar o tratamento e
o diagnostico de diversas doencas, principalmente do cancer. Dentre as diversas

aplicacoes biomédicas dos nanomateriais, destacam-se 0 seu uso como sistemas
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carreadores de farmacos, na terapia génica, na inducdo da magnetohipertermia, na
terapia fotodindmica e nos exames de imagem (YOO et al., 2011; YIGIT; MOORE;
MEDAROVA, 2012).

Uma das grandes vantagens do uso de nanossistemas terapéuticos e de
diagnostico, € o maior direcionamento e especificidade em relacdo ao local de
interesse, por exemplo, o tumor. Eles podem ser direcionados tanto de forma
passiva quanto de forma ativa. Devido ao efeito de maior permeabilidade e retencao,
conhecido como efeito EPR, caracteristico do tecido tumoral, os nanossistemas
podem se acumular de forma passiva na regido do tumor. Isto ocorre porque 0s
vasos que nutrem o tecido tumoral apresentam poros maiores entre as células, em
comparacao com o tecido saudavel, o que resulta na maior permeabilidade local.
Ainda, devido a auséncia de drenagem linfatica eficiente, os nanossistemas podem
ficam retidos por mais tempo na regidao do tumor (MAEDA, 2001; ACHARYA,
SAHOO, 2011; FERNANDEZ-FERNANDEZ; MANCHANDA; MCGORON, 2011,
DANHIER et al., 2012).

Além disso, a especificidade pode também ser aumentada de forma ativa, por
exemplo, associando-se pequenas moléculas, como o0s anticorpos, que se liguem a
receptores especificos superexpressos pelas células tumorais (FERNANDEZ-
FERNANDEZ; MANCHANDA; MCGORON, 2011; GROBMYER et al., 2011) ou pelo
uso de campo magnético para atrair nanomateriais magnéticos (KUMAR;
MOHAMMAD, 2011).

Nanomateriais variados tém sido utilizados em aplicacées biomédicas, tais
como os lipossomas e magnetolipossomas (PRADAN et al., 2010; CARNEIRO et al.,
2011), nanotubos de carbono (MADANI et al.,, 2011), fulerenos e dendrimeros
(GUNASEKERA; PANKHURST; DOUCK, 2009; TANAKA et al., 2009; MISRA,
ACHARYA, SAHOO, 2010; FERNANDEZ-FERNANDEZ; MANCHANDA;
MCGORON, 2011), bem como as nanoparticulas, que podem ser magnéticas
(CONDE; DORIA; BAPTISTA, 2012; YIGIT; MOORE; MEDAROVA, 2012) elou
poliméricas (ESTEVANATO et al., 2011; PORTILHO et al., 2011; ELSABAHY;
WOOLEY, 2012), focos desta pesquisa.
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1.1.1. Nanoparticulas magnéticas e seu uso na magnetohipertermia

Entre os muitos materiais nanoestruturados interessantes para aplicacdes
biomédicas, as nanoparticulas magnéticas (NPM) assumem um papel importante. As
NPM sdo compostas por ferritas diversas, como de cobalto e niquel, ou mais
comumente de magnetita (FesO4) e maghemita (y-Fe,03) (GUPTA; GUPTA, 2005).
Devido ao seu pequeno diametro, por volta de 8 a 12 nm, as NPM apresentam
comportamento superparamagnético, ou seja, apresentam magnetismo somente
guando expostas a um campo magnético (COLOMBO et al., 2012).

Com o intuito de serem utilizadas em aplicacbes biomédicas, as
nanoparticulas devem ser hemocompativeis, biodegradaveis e ndo toxicas ao
organismo. Para atingir biocompatibilidade e biodistribuicdo adequadas, as
caracteristicas fisico-quimicas devem ser consideradas. A cobertura das NPM, por
exemplo, & importante para manter a estabilidade coloidal dos fluidos magnéticos,
evitando a aglomeracdo das particulas (COLOMBO et al., 2012), o que poderia
resultar em toxicidade. Podem ser recobertas com diversos compostos, como acido
poliaspartico (SADEGHIANI et al., 2005), polifosfato (PORTILHO, 2007), citrato
(BRUGIN, 2007), albumina (ESTEVANATO et al., 2011), &cido dimercapto-succinico
(DMSA) (VALOIS et al., 2010; MONGE-FUENTES et al., 2011), e dextrana
(ESTEVANATO et al., 2012).

Algumas das aplicacbes das nanoparticulas magnéticas vém do fato delas,
isolada ou conjuntamente, servirem como contrastes nos exames de imagem,
poderem ser guiadas para o local de interesse por campo magnético continuo, e
pela sua capacidade de promover a hipertermia para tratamento do cancer
(PANKHURST et al.,, 2003; GUNASEKERA; PANKHURST; DOUCK, 2009;
COLOMBO et al., 2012).

A hipertermia, aumento da temperatura dos tecidos, pode ser induzida de
diversas formas, dentre elas por meio da utilizagdo de um campo magnético
alternado, por luz infravermelha e por radiofrequéncia (MANTHE et al., 2010;
GROBMYER et al., 2011). De acordo com revisdo de Colombo et al. (2012), o
aumento de temperatura € aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para
uso Unico ou associado com a radioterapia, como um método paliativo no tratamento
de alguns tumores sdlidos, como melanomas e adenocarcinomas. Segundo o

mesmo autor, estudos clinicos utilizando combinacdo de hipertermia e radioterapia
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tém mostrado que 83,7% dos pacientes apresentam diminuicdo do volume tumoral,
dos quais 37,4% apresentam regressdo completa do tumor, enquanto que 24,5%
apresentam reducao em mais de 50% no volume tumoral.

O interesse na utilizacdo de nanoparticulas superparamagnéticas para
indugdo da hipertermia, ou mais precisamente, da magnetohipertermia, tem sido
crescente. Desde o trabalho pioneiro de Gordon et al., em 1979, que mostrou a
reducdo do volume de tumor mamario em ratos, apoOs tratamento com
microparticulas de ferro e exposicdo ao campo magnético, varios outros estudos tem
sido realizados objetivando o uso da magnetohipertermia para tratamento do cancer
(ITO et al., 2003; GUEDES et al., 2004a, 2004b; KOBAYASHI, 2011; LAURENT et
al., 2011; PORTILHO et al., 2011).

Na magnetohipertermia, os repetidos movimentos de alinhamento dos spins
magnéticos das nanoparticulas, e de relaxacdo, em resposta ao campo magnético
alternado, gera energia térmica que é dissipada das nanoparticulas magnéticas
(KHANDHAR; FERGUSON; KRISHNAN, 2011; YOO et al., 2011; COLOMBO et al.,
2012). E bem estabelecido que o aumento da temperatura, atingindo por volta de
42°C a 46°C, diminui consideravelmente a viabilidade celular. Este aumento de
temperatura danifica principalmente as células tumorais, com menos efeitos nas
células normais (TORCHILIN, 2007; ANKAMWAR et al., 2010), uma vez que as
células tumorais sdo mais susceptiveis ao aumento da temperatura devido ao seu
baixo suplemento de sangue (LAURENT et al., 2011; CONDE; DORIA; BAPTISTA,
2012; COLOMBO et al.,, 2012). Além disso, as células neoplasicas apresentam
membrana celular mais fragil do que as células normais, devido a sua alta acidez
causada pela incapacidade de expelirem apropriadamente os produtos derivados do
metabolismo anaerdbico, fazendo com que as células tumorais sejam mais
susceptiveis ao aumento da temperatura (KAWASHITA et al., 2005).

Estudos com resultados promissores utilizando magnetohipertermia ja foram
demonstrados para tratamento de diversos tipos de cancer, incluindo mama (ITO et
al., 2003; PORTILHO et al., 2011), prostata, melanoma e tumores de cabeca e
pescoco (ZHAO et al., 2012). Ito et al. (2003) mostraram em um estudo in vivo com
camundongos, a remissao completa de um carcinoma mamario, medindo mais de 15
mm, por meio de exposi¢cdes repetidas a um campo magnético alternado

subseguente ao tratamento com magnetolipossomos.
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A magnetohipertermia também pode auxiliar no tratamento do céancer
principalmente quando combinada com terapias convencionais, como a
quimioterapia, a radioterapia e a cirurgia (MORNET et al., 2004; COLOMBO et al.,
2012). O aumento da temperatura do tecido tumoral aumenta o fluxo sanguineo
local, fazendo com que mais agente quimioterapico chegue ao tecido alvo, além de
aumentar a oxigenacdo tecidual, fator essencial para a eficdcia da radioterapia. A
diminuicdo do volume tumoral proporcionado pela magnetohipertermia também
facilita a remocdo cirargica do tumor (HILDEBRANDT et al.,, 2002; CHERUKURI;
GLAZER; CURLEY, 2010).

1.1.2. Nanoparticulas poliméricas e seu uso como sistemas de entrega de

drogas

As nanoparticulas poliméricas sdo principalmente utilizadas como sistemas
carreadores de drogas e podem ser diferenciadas em nanocapsulas e nanoesferas.
As nanocapsulas sao constituidas por um invélucro polimérico com um nucleo
diferenciado, em que o medicamento pode estar disposto tanto na regido central
quanto na matriz polimérica. Por sua vez, as nanoesferas sdo compostas por uma
matriz polimérica, em que o0 medicamento € imerso por todo o polimero
(SCHAFFAZICK et al., 2003). A Figura 1 mostra a representacdo esquematica de

nanocapsulas e nanoesferas.

Nanocapsulas Nanoesferas
Parede Matriz
polimérica polimérica
Mucleo
oleoso
a b C d .
Farmaco ) ) ) ) armaco

Figura 1: Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas. a)
farmaco dissolvido no nucleo oleoso das nanocapsulas; b) farmaco adsorvido a parede
polimérica das nanocéapsulas; c) farmaco retido na matriz polimérica das nanoesferas; d)
farmaco adsorvido ou disperso molecularmente na matriz polimérica das nanoesferas.
(SCHAFFAZICK et al., 2003)
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As nanocapsulas, juntamente com os lipossomas, sdo 0s carreadores mais
utilizados para entrega de drogas. Devido ao pequeno tamanho, sistemas
nanoestruturados apresentam maior area de superficie por unidade de volume,
permitindo a associacdo de quantidades maiores de drogas ou biomoléculas
adsorvidas (DANHIER et al., 2012).

Uma das grandes vantagens do uso de sistemas carreadores de drogas é a
possibilidade de aumentar a concentracdo do farmaco no local de interesse, no
tumor por exemplo, maximizando a resposta terapéutica, a0 mesmo tempo em que
diminui os danos as células normais (MISRA; ACHARYA; SAHOO, 2010). Os
sistemas de entrega de drogas nanoestruturados tém demonstrado, além de menos
efeitos adversos, estabilidade, maior taxa de absorcédo pelos tecidos biolégicos e
liberacé@o controlada (NIE et al., 2007; FAROKHAZD; LANGER, 2009). Além disso, a
possibilidade de reduzir a frequéncia da administragdo das drogas, melhora o
conforto do paciente, o que pode aumentar a adesdo ao tratamento prolongado
(SAHOO; PARVEEN; PANDA, 2007).

Caracteristicas como tamanho, carga de superficie, biocompatibilidade,
padrao de liberacdo e disponibilidade de grupos funcionais para conjugacao de
diversas moléculas, sdo cruciais para o sucesso do veiculo de entrega (ACHARYA;
SAHOO, 2011). A utilizacdo de nanocépsulas preparadas a partir de polimeros
biodegradaveis, como o PLGA [&cido poli(lactico-co-glicdlico)] (Figura 2), sdo de
grande interesse. O PLGA €& biocompativel e biodegradavel, sendo os seus
subprodutos (acido lactico e &cido glicélico) eliminados do organismo pelas vias
metabolicas normais do ciclo do &cido citrico (ACHARYA; SAHOO, 2011; DANHIER
et al., 2012). Formulacdes a base de PLGA podem ser empregadas para encapsular
tanto drogas hidrofilicas, quanto drogas hidrofébicas. Drogas hidrofébicas como
Doxorrubicina (SPARANO et al., 2001; PARK et al., 2009; LI et al., 2011; CHEN, et
al.,, 2012; JIA et al.,, 2012), Adriamicina (DAVARAN et al.,, 2006) e Paclitaxel
(GRADISHAR et al., 2005; JIN et al., 2009; DANHIER et al., 2009) tém sido
associadas a sistemas de entrega de drogas nanoestruturados, facilitando a sua

administracdo e aumentando a eficicia antitumoral (WANG et al., 2011).
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Figura 2: Representacdo estrutural do PLGA, com o0s subprodutos do seu
metabolismo (acido lactico e acido glicolico). Danhier et al. (2012), com modificacdes.

Uma das drogas mais utilizadas no tratamento do cancer de mama
metastatico € o Paclitaxel, que impede a polimerizagdo da tubulina e,
consequentemente, a formacao dos microtubulos, impedindo assim a divisdo celular
e a proliferacdo das células tumorais (DANHIER et al., 2009). O Paclitaxel também é
utilizado no tratamento do cancer de ovério, célon e pulmdes. Devido a baixa
solubilidade, ele deve ser diluido em 6leo de ricino e etanol o que aumenta a sua
citotoxicidade e os efeitos adversos. Uma nova formulacdo chamada de Abraxane®,
desenvolvida para tratamento do cancer de mama metastatico, € composta por
Paclitaxel conjugado a nanoparticulas de albumina e tem apresentado menos efeitos
colaterais do que a droga livre, além de maior efeito antitumoral (GRADISHAR et al.,
2005; MIELE et al., 2009).

O encapsulamento de drogas e de nanoparticulas magnéticas, em
nanoestruturas poliméricas e em lipossomos, forma nanocompostos que sao
vantajosos por poderem ser utilizados ndo s6é como sistemas de entrega de drogas,
mas também para inducdo da magnetohipertermia. Kulshrestha et al. (2012) mostrou
gue a magnetohipertermia potencializou a citotoxicidade do Paclitaxel encapsulado
em magnetolipossomas. Resultados similares foram observados por Pradhan et al.
(2010), quando o quimioterapico Doxorrubicina era encapsulado em
magnetolipossomas. Além disso, os sistemas de entrega de drogas magnéticos
podem também ser direcionados de forma ativa ao local de interesse, por meio da
exposicao a um campo magnético continuo, aumentando assim a concentracéo de
drogas no sitio-alvo (KUMAR; MOHAMMAD, 2011) .
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1.2. COMPOSTOS DE SELENIO NO TRATAMENTO E PREVENCAO DO
CANCER

Selénio (Se) € um microelemento essencial para o funcionamento normal do
organismo, podendo ser encontrado em cereais, castanhas, nozes, carnes, vegetais
(principalmente alho, cebola e brocolis) e em frutos do mar (NAFISI; MONTAZERI,
MANOUCHEHRI, 2012). A recomendacao para o consumo diario de selénio € em
meédia de 60 pg para os homens e de 53 pg para as mulheres (RAYMAN, 2012).

J4& é bem estabelecido que o consumo inadequado de selénio esta
relacionado ao inicio da progressdo de diversas patologias, como doencas
cardiovasculares e neuroldgicas, diabetes e cancer (MAURO et al., 2011; RAYMAN,
2012). A suplementacédo de selénio pode prevenir o desenvolvimento de alguns tipos
de cancer, como os de proéstata, pulmdes, colon e figado (CHEN; WONG; SHENG,
2009; TAN et al., 2009; MUECKE et al., 2010; MAURO et al., 2011). Entretanto, em
excesso, 0 selénio é téxico, podendo ter o efeito contrario, induzindo o processo de
carcinogénese e promovendo danos ao DNA (NOVOTNY et al., 2010; LUO et al.,
2012).

Tanto os compostos organicos de selénio (como a selenocisteina e a
selenometionina), quanto os inorganicos (como o selenito de sédio), apresentam
potencial para prevenir e controlar o desenvolvimento de neoplasias malignas. Os
compostos organicos sdo mais efetivos, uma vez que apresentam maior atividade
antitumoral e menor toxicidade do que 0s compostos inorganicos, induzido
apoptose, sem danificar a membrana celular ou o0 DNA (SHANG et al., 2011). Por
outro lado, os compostos inorganicos de selénio induzem necrose celular, além de
danos ao DNA e perda da integridade da membrana celular.

O efeito protetor do selénio esta associado a sua presenca na estrutura de
algumas enzimas, dentre elas a glutationa peroxidase, conhecida pelo seu papel na
reducéo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Devido a sua alta reatividade, ROS
em excesso causam lesdes no DNA e em proteinas, levando ao aparecimento de
diversas patologias, incluindo o cancer (COLE-EZEA et al., 2012). Desta forma, o
selénio pode ser considerado um componente envolvido na neutralizacdo de ROS,
apresentando propriedades antitumorais (SUCHOCKI et al., 2007; BROZMANOVA
et al., 2010; HAWKES; ALKAN, 2011).
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Os compostos de selénio também estdo envolvidos na reducdo da
inflamacéo; na detoxificacdo; no aumento da resposta imune; no aumento dos niveis
da proteina p53, envolvida com a supressao tumoral; no bloqueio do ciclo celular e
na inducdo de apoptose (BROZMANOVA et al., 2010; LUO et al., 2012; YAZDI et al.,
2012).

Outra forma de acdo do selénio é a inibicdo da angiogénese, um meio de
controlar o crescimento tumoral, a ocorréncia de metastase e a resposta as terapias.
Jiang et al. (1999) mostrou a redugcdo dos niveis do fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF) em animais portadores de carcinoma mamario que
receberam suplementacéo de selénio.

Ha também relatos do efeito do selénio como inibidor da enzima aromatase,
bloqueando assim a conversédo de hormonios androgénicos em estrogeno, horménio
relacionado a progressdo de alguns tipos de tumores, como os de mama (GAO et
al., 2012).

Ainda, ja foi demonstrado que o selénio pode aumentar a eficacia terapéutica
de alguns quimioterapicos, uma vez que protege o tecido normal contra a toxicidade
destes medicamentos (LI et al., 2007; CHEN; WONG; ZHENG, 2009; SONG et al.,
2009), além de potencializar o efeito antitumoral (VADGAMA et al., 2000; LI et al.,
2007, 2009). Em estudos com tumores de mama humano, da linhagem MCF-7, foi
observado sinergismo quando o tratamento com selénio era associado a
administracdo do quimioterapico Doxorrubicina (LI et al., 2007) ou com Tamoxifeno
(LI et al., 2009), diminuindo a viabilidade celular e induzindo apoptose. Tan et al.
(2009), também demonstraram a potencializacdo do efeito antitumoral do
guimioterapico Adriamicina no tratamento de células hepaticas humanas, quando
estas eram também expostas a compostos de selénio.

O desenvolvimento de novos compostos ricos em selénio, assim como a
nanoestruturacédo deste elemento, tem sido alvo de diversas pesquisas objetivando a
reducdo da sua toxicidade. Estudos ja& demonstraram que o selénio, quando
nanoestruturado, € menos téxico do que outros compostos de selénio, embora
mantenha os efeitos antitumorais (ZHANG; WANG; XU, 2008; VEKARIYA; KAUR;
TIKOO, 2012; YAZDI et al., 2012). Luo et al. (2012), por exemplo, mostraram que
nanoparticulas de selénio diminuem a viabilidade de celulas de carcinoma mamario

(MDA-MB-231) e de carcinoma cervical humano (HelLa).
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Dentre os compostos a base de selénio que ja foram desenvolvidos, encontra-
se o Selol.

1.2.1. Selol

O Selol é uma mistura de selenitotriglicerideos, um grupo de componentes
semi-sintéticos contendo selénio (Se*"), preparados a partir do 6leo de girassol
(JASTRZEBSKI et al.,, 1995). O Selol foi sintetizado e patenteado (FITAK;
GRABOWSKI; SUCHOCKI, 1999) por um grupo de pesquisa da Universidade de
Varsovia, Polonia. A estrutura do Selol, determinada por espectroscopia de

ressonancia magnética nuclear (NMR), esta representada na Figura 3.
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Figura 3: Estrutura esquematica do Selol (SUCHOCKI et al., 2007).

Um estudo de toxicidade aguda em ratos, mostrou que a DLs, (dose letal para
50% dos animais) era de 100 mg/Kg apos a administracéo oral de Selol. Enquanto
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que a toxicidade desta substancia apds administracdo subcutanea e intraperitoneal
foi extremamente baixa (JASTRZEBSKI et al., 1995).

O padréo de distribuicdo do Selol também foi demonstrado em ratos. Para
estas andlises, Selol, contendo 5% de selénio, foi administrado oralmente ou por via
subcutéanea, na dose de 12 mg/Kg. Foi verificado que, independente da via de
tratamento, o selénio € rapidamente distribuido por todo o organismo, tendo sido
encontrado em altas concentragbes nas glandulas supra-renais, testiculos,
epididimos e cortex cerebral. Concentragdes menores foram também encontradas
no cerebelo, figado, pulmdes e baco. O coracdo era o 6rgdo com menor acimulo de
selénio. Porém, a retencéo do selénio nos 6rgaos foi maior nos animais tratados por
via subcutdnea. O Selol foi excretado principalmente pelos rins, sendo
completamente eliminado do organismo dentro de 24 horas da administracao
(JASTRZEBSKI et al., 1997).

Estudos em cultura de células leucémicas humanas (HL-60) (SUCHOCKI et
al., 2007) e de carcinoma cervical humano (HeLa) (DUDKIEWICZ-WILCZYNSHA et
al., 2011) confirmaram o efeito antiproliferativo do Selol, de maneira dose e tempo
dependente. Interessantemente, Suchocki et al. (2007) também mostraram que o
Selol tornou sensiveis células leucémicas resistentes a quimioterapicos, indicando
que este composto pode ser utilizado também como agente quimiosensibilizador no
tratamento do cancer.

Os testes realizados mostraram que o Selol apresenta baixa toxicidade em
comparacao com outros compostos de selénio, permitindo assim a administracéo de
quantidades maiores deste microelemento, o que aumenta sua eficacia antitumoral
(SUCHOCKI et al., 2007; DUDKIEWICZ-WILCZYNSHA et al., 2011).

1.3. NANOCAPSULAS MAGNETICAS DE SELOL

Tendo em vista que tanto o Selol, quanto as nanoparticulas magnéticas,
podem apresentar efeito antitumoral, pressupde-se que a conjugacdo de ambos
represente uma formulagcdo com potencial para o tratamento do cancer.

Uma vez que o Selol € um composto altamente hidrofébico, a sua
nanoestruturacdo em nanocapsulas de PLGA facilita a sua administragdo. Além

disso, a associacdo de nanoparticulas magnéticas as nanocapsulas de Selol permite
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a aplicacdo da técnica de magnetohipertermia, por meio da utilizacdo de um campo
magneético de frequéncia alternada. Estudos in vitro realizados concomitantemente
com esta pesquisa, mostraram o efeito antitumoral de nanocapsulas magnéticas de
Selol (NCMagh-SE) em células de melanoma (B16-F10) (FALQUEIRO et al., 2011) e
de carcinoma de células escamosas oral (OSSC) (FALQUEIRO et al., 2012). Foi
demonstrado, também, por Falqueiro et al. (2012), a potencializacdo do efeito
antitumoral de NCMagh-SE em células de melanoma, quando o tratamento era
associado a exposi¢cdo ao campo magnético alternado.

Considerando que os efeitos antitumorais podem variar de acordo com o tipo
celular (FALQUEIRO et al., 2012); e que € fundamental a avaliacdo ndo s6 em
células tumorais, bem como em células normais (CARNEIRO et al., 2011), decidiu-
se pesquisar os efeitos de NCMagh-SE, associado ou ndo a exposicdo ao campo
magnético alternado, em células de adenocarinoma mamario murino (4T1) e
humano (MCF-7), assim como em células normais de mama (MCF-10A).

Considerando-se, também, que a avaliacdo dos efeitos in vivo € uma etapa
importante da pesquisa pré-clinica com novos medicamentos, diversos parametros
biolégicos foram avaliados neste estudo. As andlises foram realizadas em
camundongos portadores de carcinoma mamario ortotopico autélogo, induzido por
células 4T1, tratados com NCMagh-SE.

Ainda, sabendo que compostos de selénio podem aumentar a eficacia
terapéutica de alguns quimioterapicos (VADGAMA et al., 2000; LI et al., 2009;
CHEN; WONG; ZHENG, 2009) e que a hipertermia pode aumentar a eficacia da
guimioterapia (MORNET et al., 2004; COLOMBO et al., 2012), decidiu-se testar os
efeitos do tratamento com NCMagh-SE, associado ao tratamento com o
guimioterapico Paclitaxel, e também a exposicdo ao campo magnético de frequéncia

alternada.
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2. JUSTIFICATIVA

A alta incidéncia do cancer na populacdo mundial, em especial o de mama,
que é o que mais acomete mulheres em todo o mundo, e a necessidade de se
desenvolver novas formas de tratamento, uma vez que as terapias convencionais
apresentam efeitos adversos severos, incentivam a busca por métodos alternativos
para tratamento das neoplasias malignas. Neste contexto, a Nanobiotecnologia
surge com novas propostas de materiais capazes de auxiliar no tratamento e no
diagnostico do cancer. A utilizacdo de nanoparticulas magnéticas como sistemas
carreadores de farmacos e, ao mesmo tempo, eficazes na promocdo da
magnetohipertermia, representa uma alternativa para o tratamento de tumores
malignos.

Nosso grupo de pesquisa tem investido na pesquisa de novos materiais em
escala nanométrica para tratamento do cancer e, recentemente, um nova amostra
composta por nanocapsulas magnéticas de Selol (NCMagh-SE) foi desenvolvida.
Considerando que tanto o Selol quanto as nanoparticulas magnéticas podem
apresentar efeito antitumoral, pressupde-se que o0 co-encapsulamento de ambos em
um sistema carreador represente uma formulagdo com potencial para o tratamento
do cancer. Este é o primeiro estudo in vitro comparando-se os efeitos do tratamento
com NCMagh-SE em células tumorais e normais. Além disso, representa o primeiro
relato de estudo com amostras a base de Selol em animais portadores de tumor. A
necessidade de se investigar a eficacia deste novo nanossistema em induzir a morte
de células tumorais, em promover a magnetohipertermia e em auxiliar no tratamento

guimioterapico, justifica a realizacao desta pesquisa.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos biolégicos de nanocapsulas magnéticas de Selol

(NCMagh-SE) e a sua eficacia no tratamento do cancer de mama experimental.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizacao

(1) Caracterizar a morfologia e o tamanho de NCMagh-SE, por Microscopia
Eletrénica;
(2) Caracterizar o tamanho e a carga de NCMagh-SE por Espalhamento de Luz

Dinamica e Zeta-sizer.

Ensaios in vitro

(3) Avaliar a citotoxicidade e a ocorréncia de alteragdes morfologicas induzidas por
NCMagh-SE, em células de adenocarcinoma mamario e em células epiteliais de
mama normal, por meio de testes de viabilidade celular e microscopia de luz;

(4) Avaliar o tipo de morte celular e a inducdo de fragmentacdo do DNA por
NCMagh-SE, em células de adenocarcinoma mamario, por meio de técnicas de
citometria de fluxo;

(5) Verificar o efeito citotéxico do tratamento com NCMagh-SE, associado a
exposicdo ao campo magnético alternado, em células de adenocarcinoma

mamario.
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Ensaios in vivo

Avaliar a toxicidade de NCMagh-SE em camundongos portadores de carcinoma
mamario, por meio de analises clinicas, histopatologicas, hematologicas,
bioquimicas e genotoéxicas;

Avaliar o efeito antitumoral de NCMagh-Se, por meio de observacgdes clinicas e
analises histoldgicas dos tumores;

Avaliar o efeito antitumoral do tratamento com NCMagh-SE, associado ao
tratamento com o quimioterapico Paclitaxel,

Avaliar o efeito antitumoral do tratamento com NCMagh-SE, combinado ao
tratamento com o quimioterapico Paclitaxel e & exposi¢cdo ao campo magnético

alternado.
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4. MATERIAIS E METODOS

41. AMOSTRA

A amostra utilizada neste estudo, denominada nanocapsulas magnéticas de
Selol (NCMagh-SE), é constituida por nanocapsulas de acido poli(lactico-co-
glicdlico) (PLGA) contendo nanoparticulas de maghemita e Selol.

A amostra de Selol utilizada neste estudo apresenta 5% de selénio em sua
composicao e foi gentilmente cedida pelos departamentos de Analise de Drogas e
de Quimica Farmacéutica, da Universidade de Medicina de Varsévia, Polbnia, local
onde foi sintetizada.

As nanoparticulas de maghemita eram provenientes de um fluido magnético
idnico, sintetizado seguindo a metodologia descrita por Bee et al. (1995), com
modificacdes. Resumidamente, a sintese foi realizada pelo método de
coprecipitacdo de sais de ferro (Il) e (lll) em meio alcalino e, apds a remocdo da
solucéo alcalina, foi termicamente tratado com nitrato férrico. Posteriormente, foi
adicionada uma solucdo de acido nitrico ao precipitado, até que o pH 1,5 fosse
atingido (LACAVA, 2010). O fluido ionico utilizado neste estudo foi cedido pelo
Laboratério de Manipulacdo de Amostras, do Instituto de Fisica, da Universidade de
Brasilia (UnB).

O encapsulamento das nanoparticulas de maghemita e do Selol em
nanocapsulas de acido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA) (FALQUEIRO et al., 2011),
foi realizado pelo grupo de Fotobiologia e Fotomedicina, Departamento de Quimica,
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sé&o
Paulo (USP). Resumidamente, as nanocapsulas foram preparadas pelo método de
precipitacdo, em que PLGA 50:50, fosfatidilcolina e Selol foram dissolvidos em
acetona. A solucdo entdo foi adicionada, gota a gota, a uma solugcdo aquosa
contendo poloxamer 188 e fluido ibnico (utilizado na preparacédo das nanocapsulas
magnéticas). O solvente foi removido por evaporacdo e as formulacbes foram
concentradas para um volume final de 10 mL.

A amostra NCMagh-SE contém 10 mg/mL de Selol 5%, o que corresponde a
500 pg/mL de selénio, e 5x10* nanoparticulas de maghemita/mL. Como controles

da amostra NCMagh-SE, foram sintetizadas amostras de nanocapsulas de PLGA
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contendo nanoparticulas de maghemita ou Selol. Estas amostras foram nomeadas
nanocapsulas magnéticas (NCMagh) e nanocdpsulas de Selol (NCSE),

respectivamente.

4.2. CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Para visualizacdo do tamanho e do formato das nanocapsulas foram
utilizadas técnicas de Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) e Varredura
(MEV). Para tais analises, as amostra foram diluidas 500 vezes em &gua destilada e
colocadas em telas para MET, de 300 meshs, recobertas com Formvar (0,4%) ou
metalizadas com ouro coloidal para analise por MEV. ApdOs secarem, as amostras
foram analisadas e fotomicrografadas em Microscépio Eletrénico de Transmisséo
(JEOL 1011) e Varredura (JEOL JSM-7001F), no Laboratério de Microscopia
Eletrénica da Universidade de Brasilia. O diametro médio das amostras avaliadas
por MET foi obtido por analise em computador, utilizando-se o software Image-Pro
Plus versdo 5.1. A distribuicdo das particulas foi conseguida utilizando-se o melhor
ajuste log normal.

O didmetro médio das amostras também foi determinado por Espalhamento
de Luz Dindmica (DLS - Dynamic Light Scattering) e a carga de superficie das
nanocapsulas foi avaliada por medi¢cdo do potencial zeta no equipamento Zetasizer
NanoZS (Malvern). Para as analises, foram utilizadas amostras diluidas 100 vezes
em agua nanopura. Todas as medi¢cdes foram realizadas em triplicata, a 25°C, com
um angulo fixo de deteccdo de 173°. O pH das amostras foi medido utilizando fita

indicadora de pH.

4.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Inicialmente avaliou-se a toxicidade in vitro de NCMagh-SE, tanto em células
tumorais quanto em células normais de mama, utilizando diferentes concentragdes e
tempos de tratamento. A citotoxicidade foi avaliada pelo método do MTT [(brometo
de 3(4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazdlio)]. Para controle da amostra NCMagh-

SE foram utilizadas, nos testes in vitro, amostras de nanocdpsulas magnéticas
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(NCMagh) e de nanocapsulas de Selol (NCSE). As células foram ainda coradas por
Giemsa e pelo método de Perls para andlise, por microscopia de luz, da morfologia e
da associacdo de NCMagh-SE as células. Com base nos resultados encontrados no
teste do MTT, foram realizadas analises, por citometria de fluxo, para identificacédo
do tipo de morte celular e para avaliagao da fragmentagédo do DNA.

Posteriormente, foi avaliado o efeito da aplicacdo do campo magnético
alternado, subsequente ao tratamento com NCMagh-SE, na viabilidade de células
neoplasicas de mama. As andlises foram feitas pelo teste do MTT, utilizando duas
concentracfes diferentes de NCMagh-SE, definidas com base nos testes in vitro
realizados no inicio desta pesquisa.

Foram entdo iniciados os experimentos in vivo, em que foi avaliada a
toxicidade e o efeito antitumoral do tratamento com NCMagh-SE, associado ou néo
ao tratamento com quimioterapico Paclitaxel, em camundongos portadores de
adenocarcinoma mamario. O modelo de inducdo tumoral utilizado neste estudo foi
previamente validado por Carneiro (2011). Os camundongos foram tratados com
duas doses diferentes de NCMagh-SE, injetadas via intratumoral, enquanto que a
administracdo do quimioterapico Paclitaxel foi realizada via endovenosa. Os animais
e os tumores foram avaliados clinicamente e foram realizadas analises citométricas,
bioquimicas e histoldgicas para avaliagdo da toxicidade e do efeito antitumoral dos
tratamentos.

Por fim, foi realizado, em camundongos portadores de carcinoma mamario,
um experimento piloto para avaliacdo da toxicidade e do efeito antitumoral do
tratamento concomitante com NCMagh-SE e Paclitaxel, associado a exposicao ao
campo magnético de frequiéncia alternada. Nesta etapa, tanto a amostra NCMagh-
SE, quanto o quimioterapico Paclitaxel, foram administrados via intratumoral. Os
animais e os tumores foram avaliados clinicamente e foram realizadas analises
citométricas, genotoxicas e bioquimicas para avaliagdo da toxicidade e do efeito
antitumoral dos tratamentos.

Um resumo da estratégia experimental adotada nesta tese esta representado

na Figura 4.
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200 pg/mL de Selol e/ou 1x10 particulas/mL (8X)
10
400 pg/mL de Selol e/ou 2x10 particulas/mL (16X)

TEMPOS

24 horas
48 horas

Tipo de morte celular e fragmentagao
do DNA (citometria de fluxo)

AMOSTRAS

NCMagh-SE
NCMagh
NCSE

LINHAGENS

4T1 e MCF-7 (Tumorais)
DOSES

9
50 pg/mL de Selol e/ou 2,5x1010particulas’mL (2X)
200 pg/mL de Selol e/ou 1x10 particulas/mL (8X)

TEMPO
48 horas

Citotoxicidade associada ao campo
magnético alternado

AMOSTRA

NCMagh-SE
LINHAGENS

4T1 e MCF-7 (Tumorais)
DOSES

9
50 pg/mL de Selol e/ou 2,5x10  particulas/mL (2X)
100 pg/mL de Selol e/ou 5x10 particulas/mL (4X)

TEMPO

24 horas

Figura 4: Diagrama representativo da estratégia experimental utilizada no

desenvolvimento desta tese.

Citotoxicidade (MTT) e morfologia celular Etapa 1

TRATAMENTOS

10
100 uL de NCMagh-SE (1mg de Selol + 5x10 plaoniculas)
50 pL de NCMagh-SE (0,5mg de Selol + 2,5x10 particulas)

10
100 pL de NCMagh-SE (1mg de Selol + 5x10 particulas)
+ Paclitaxel (10 mg/Kg)

10
50 pL de NCMagh-SE (0,5mg de Selol + 2,5x10 particulas)
+ Paclitaxel (10 mg/Kg)

Paclitaxel (10 mg/Kg)

AVALIAGAO DA TOXICIDADE

Avaliagéo Clinica

Anédlise Citométrica
Andlise Bioquimica
Andlise Histolégica

EFEITO ANTITUMORAL

Avaliagdo Macroscépica
Medigdo do Tumor
Histopatologia

Etapa 2

TRATAMENTOS

Paclitaxel (10mg/Kg)

100 pL de NCMagh-SE (1mg de Selol + 5x1010 particulas)
+ Paclitaxel (10 mg/Kg)

10
100 pL de NCMagh-SE (1mg de Selol + 5x10 particulas)
+ Paclitaxel (10 mg/Kg) + campo magnético alternado

AVALIAGAO DA TOXICIDADE

Avaliagédo Clinica

Andlise Citométrica
Andlise Bioquimica
Analise Genotoéxica
Andlise Histolégica

EFEITO ANTITUMORAL

Avaliagdo Macroscépica
Medicéo do Tumor
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4.4. EXPERIMENTOS IN VITRO

Os estudos in vitro foram realizados objetivando a analise dos efeitos
biologicos de NCMagh-SE de acordo com a dose, tempo de tratamento e exposi¢ao
ao campo magnético alternado. Como controles da amostra NCMagh-SE, foram
utilizadas nanocépsulas magnéticas (NCMagh) e nanocépsulas de Selol (NCSE).

Para a avaliacdo dos efeitos bioldgicos da dose das nanocapsulas, foram
utilizadas até cinco concentracfes diferentes de NCMagh-SE, NCMagh e NCSE,
apresentadas na Tabela 1, definidas com base no artigo publicado por Suchocki et

al. (2007), que avaliou o efeito do Selol em células leucémicas humanas.

Tabela 1. Concentracdes de amostras de nanocapsulas utilizadas nos experimentos
in vitro.

Concentragéo NCMagh-SE NCMagh NCSE

25 pg/mL de Selol +

1x 1.25x10° particulas/mL 1,25x10° particulas/mL 25 pg/mL de Selol
2x Z?gxq%lgmp;rdtﬁ:aglsole 2,5x10° particulas/mL 50 pg/mL de Selol
4x 15&89;";'&%32;%6 5x10° particulas/mL 100 pg/mL de Selol
8x Zl?gtgllg’lg]al_rt?cié (;I/?TI1: 1x10'° particulas/mL 200 pg/mL de Selol
16x 400 pg/mL de Selol + 5 1510 o icylas/imL 400 pg/mlL de Selol

2x10*° particulas/mL

4.4.1. Linhagens celulares

Foram utilizadas células das linhagens 4T1 (adenocarcinoma mamario
murino), MCF-7 (adenocarcinoma mamario humano) e MCF-10A (célula epitelial de
ducto mamario normal).

A linhagem 4T1 (ATCC® CRL-2539TM) foi cedida pela Prof®. Dr?. Suzanne
Ostrand-Roseberg, do Departamento de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade de
Baltimore, Estados Unidos. A linhagem MCF-7 foi adquirida da American Type
Culture Collection (ATCC® HTB-22TM). E a linhagem MCF-10A (ATCC® CRL
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1037TM) foi gentilmente cedida pela Prof®. Dr®. Maria Mitzi Brentani, do Laboratério
de Oncologia Experimental, do Departamento de Radiologia, da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, USP, Brasil.

As células MCF-7 e 4T1 foram mantidas em meio de cultura DMEM (Gibco),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco) e 1% de penicilina (100
unidades/mL)/estreptomicina (50 unidades/mL) (Invitrogen). Enquanto que as células
MCF-10A foram mantidas em meio de cultura DMEM/F12 (Gibco), suplementado
com fator de crescimento epidermal humano (20 ng/mL, Sigma), toxina colérica (100
ng/mL, Sigma), insulina bovina (1 mg/mL, Sigma), hidrocortisona (500 ng/mL, Sigma)
e 5% de soro fetal equino (Gibco), acrescidos de 1% de penicilina e estreptomicina.

As células foram rotineiramente mantidas em frascos de cultura celular de
poliestireno de 75 cm? e mantidas a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. Uma vez
atingidos 80 a 90% de confluéncia, as células eram soltas do fundo do frasco por
adicao de solucao 0,25% de tripsina (Gibco) por 5 a 15 minutos e, posteriormente,

centrifugadas a 1000 rpm por 3 minutos.

4.4.2. Avaliacdao da citotoxicidade induzida por NCMagh-SE e seus
controles (NCMagh e NCSE)

A citotoxicidade foi avaliada pelo método do MTT, um teste colorimétrico que
quantifica a reducdo do reagente MTT em um composto roxo, conhecido como
formazan, por meio da acdo de desidrogenases mitocondriais. A presenca destas
enzimas ativas € um indicativo de viabilidade celular. Este método tem sido
amplamente utilizado para avaliar a citotoxicidade de nanocompostos (AHMADIAN
et al., 2009; CARNEIRO et al., 2011; CUNHA-AZEVEDO et al., 2011).

A avaliacdo da citotoxicidade induzida pelo tratamento com NCMagh-SE e
seus controles foi realizada utilizando-se cinco diferentes concentragdes, variando
de 25 pg/mL (1X) a 400 pg/mL(16X) de Selol e/ou 1,25x10° particulas/mL (1X) a
2x10'° particulas/mL (16X), com o objetivo de se verificar o efeito da dose na
viabilidade celular. Para que as células fossem submetidas aos mesmos estimulos
de crescimento celular, adotou-se manter o mesmo volume de meio de cultura para
todos o0s grupos experimentais, variando-se apenas o volume de amostra e de

tampéao fosfato-salino (PBS, pH 7,2, Laborclin). Células ndo tratadas foram usadas
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como grupo controle, enquanto que células tratadas com o quimioterapico Paclitaxel
(T7402, Sigma), na concentragcdo de 40 pg/mL, foram utilizadas como controle
positivo.

As analises foram realizadas em linhagens celulares 4T1, MCF-7 e MCF-10A,
semeadas em placas de cultura de 96 pocos, na concentracdo de 5x10° células por
poco, contendo 200 uL de meio de crescimento. A quantificacdo das células foi
realizada por meio da contagem direta em camara de Neubauer, utilizando o
corante Azul de Tripan (Sigma). Apos 24 horas, o0 meio de cultura foi substituido
pelos diferentes tratamentos. As células foram entdo incubadas a 37°C, em
atmosfera de 5% de CO, e 80% de umidade, por 24 e 48 horas, com o objetivo de
se verificar o efeito do tempo de exposicdo na citotoxicidade induzida por NCMagh-
SE, NCMagh e NCSE. ApGs o tempo de incubacéo, as células foram lavadas trés
vezes com PBS, para retirada completa do meio de tratamento e posterior
substituicdo por solugdo contendo 10% de MTT (5 mg/mL, Invitrogen) em meio de
cultura. Apds outro periodo de incubacdo de 2,5 horas, o meio de cultura foi
removido e foram adicionados 200 pL do solvente dimetilsulféxido (DMSO, Vetec),
para diluicdo dos cristais de formazan. A leitura da absorbéancia foi realizada em
espectrofotometro  (SpectraMax M2, Molecular Devices, EUA), utilizando
comprimento de onda de 595 nm. A média das absorbancias do grupo controle foi
considerada como 100% de viabilidade e foi utilizada para calcular o percentual de
células viaveis ap0s os diversos tratamentos. Os experimentos foram realizados em
triplicata e repetidos duas vezes.

A concentracdo de NCMagh-SE necessaria para inibir o crescimento celular
em 50% (ICsp) foi calculada com base nos resultados do teste do MTT, utilizando o

software GraphPad Prism, versao 5.00 (GraphPad Software Inc., EUA).

4.4.3. Analises morfologicas de células tratadas com NCMagh-SE e seus
controles (NCMagh e NCSE)

A analise da morfologia celular, por microscopia de luz, foi realizada para
verificar possiveis alteracdes induzidas pelo tratamento com NCMagh-SE e seus
controles (NCMagh e NCSE), assim como para avaliar a presencga e a incorporacao

de nanoparticulas magnéticas. Para realizacdo destas analises, seguiu-se 0s
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mesmos procedimentos de plagueamento e tratamento utilizados para avaliacado da
citotoxicidade (item 4.4.2.). Apés 24 e 48 horas de incubacdo com cinco diferentes
concentracbes de NCMagh-SE, NCMagh e NCSE, variando de 1X a 16X, as
células foram lavadas trés vezes com PBS e fixadas por 5 minutos em metanol a
4°C. Em seguida, foram coradas por solugdo de Giemsa 4% em metanol, por 5
minutos, para avaliacdo da morfologia celular; ou coradas com solugcéo de Perls
(acido cloridrico a 2% e ferrocianeto de potassio tri-hidratatado a 2%, na proporcao
v/iv de 1:1) e contra-corados com vermelho rapido nuclear, para avaliacdo da
presenca e incorporacdo das nanoparticulas de maghemita. As células foram
analisadas em microscopio Axiovert 100 (Zeiss) e fotografadas em aumento de 20x
e 40x.

4.4.4. Avaliacdo do tipo de morte celular induzido por NCMagh-SE e seus
controles (NCMagh e NCSE)

A avaliacdo do tipo de morte celular foi realizada por citometria de fluxo
(CyFlow, Partec, Alemanha) por meio da andlise da exposicdo de fosfatidilserina.
Este teste foi realizado utilizando-se o Kit Anexina-V-FITC e iodeto de propidio (PI)
(PHN1010, Invitrogen). A exposicdo da fosfatidilserina € uma das primeiras
alteracdes que ocorrem nas células em processo de apoptose. Esta exposi¢do pode
ser identificada pela marcacdo por Anexina-V, que tem a capacidade de se ligar
fortemente aos fosfolipides da membrana plasmatica, enquanto que a marcagao por
iodeto de propidio permite identificar células com permeabilidade na membrana,
indicando fase tardia de apoptose ou necrose (BERTHO; SANTIAGO; COUTINHO,
2000; PERES; CURI, 2005).

As concentracdes de NCMagh-SE utilizadas para avaliagdo do tipo de morte
celular foram definidas com base nos resultados do teste do MTT (item 4.4.2.). A
concentracédo de 50 pg/mL de Selol + 2,5x10° particulas/mL (NCMagh-SE - 2X) foi
escolhida por ter sido citotdéxica apenas para as células tumorais (4T1 e MCF-7)
apos 48 horas de exposicédo. Por este motivo as analises ndo foram realizadas na
linhagem normal (MCF-10A). Como controle, foram também avaliados os efeitos do
tratamento com NCMagh (2,5x10° particulas/mL — 2X) e NCSE (50 pL/mL de Selol —

2X). Para avaliacao do efeito da dose no tipo de morte celular, as células também
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foram tratadas com 200 pg/mL de Selol + 1x10'° particulas/mL (8X) de NCMagh-SE.
Células sem tratamento foram utilizadas como controle negativo e células tratadas
com Paclitaxel (40 pg/mL) foram utilizadas como controle positivo. Todos o0s
tratamentos foram realizados em triplicatas .

O experimento foi realizado em células tumorais de mama, das linhagens 4T1
e MCF7, semeadas em placas de 6 pocos, na concentracéo de 2,5x10° células por
poco contendo 2 mL de meio de cultura. Apos 24 horas, o meio de cultura foi
substituido pelos diferentes tratamentos conforme previamente descrito. As células
foram incubadas por 48 horas, a 37°C, em atmosfera de 5% de CO, e 80% de
umidade. Ap6s o tempo de incubacdo, o sobrenadante foi transferido para tubo
Falcon e as células aderidas a placa foram tripsinizadas e transferidas para o
mesmo tubo, ao qual foi adicionado meio de cultura para inativacao da tripsina. As
células foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos e ressuspensas em PBS.
Este procedimento foi realizado duas vezes e, ao final, as células foram
ressuspensas em 100 pL de tampao de ligacdo contendo 5 pL de Anexina-V-FITC.
Transcorridos 15 minutos de incubac&o a 4°C, no escuro, foram adicionados 400 pL
de tampédo de ligacdo e 0,5 pL de iodeto de propidio (5 pg/mL). A andlise foi
realizada apos 5 minutos.

Analisou-se 10000 células, por amostra, em citbmetro de fluxo (CyFlow,
Partec). A fluorescéncia emitida nos canais de fluorescéncia verde (FITC - FL1) e
vermelha (PI - FL2) foi avaliada utilizando-se o programa FlowMax, verséo 2.52, da
Partec. Os resultados, de dois experimentos independentes, foram normalizados em
relacdo ao grupo controle sem tratamento para determinacdo do percentual de

células vivas, de células em apoptose e de células em necrose.

4.4.5. Analise da fragmentacdo do DNA induzida por NCMagh-SE e seus
controles (NCMagh e NCSE)

A analise de fragmentagdo do DNA foi realizada por citometria de fluxo,
utilizando-se iodeto de propidio para avaliacdo do potencial genotdxico das
amostras. O iodeto de propidio se liga ao DNA e as células contendo nucleos

integros emitem alta fluorescéncia, enquanto que fragmentos menores de DNA
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emitem menor fluorescéncia por captarem menos iodeto de propidio (PERES; CURI,
2005).

Para essas analises, as células foram submetidas ao mesmo esquema de
plagueamento e tratamento utilizado para avaliacdo do tipo de morte celular (item
4.4.4). A analise de fragmentacdo do DNA foi realizada somente nas células
aderidas a placa, ap6s 48 horas de incubag¢do com o tratamento. Apds descarte do
sobrenadante, as células aderidas foram lavadas com PBS, tripsinizadas e
centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos. Em seguida, as células foram fixadas em 1
mL de etanol 70% a 4°C e congeladas a -20°C por no maximo 5 dias.

Apbs o descongelamento das células, as mesmas foram centrifugadas e
ressuspensas, duas vezes, em 500 puL de PBS. Apés a ultima centrifugacdo, as
células foram ressuspensas em 200 uL de tampao de lise (0,1% de citrato de sédio,
0,1% de Triton X-100 e 20 pug/mL de iodeto de propidio em PBS) e incubadas por 30
minutos, em temperatura ambiente, ao abrigo da luz.

Analisou-se 5000 eventos por amostra, no canal FL2 do citbmetro de fluxo
(Partec), seguindo o protocolo descrito por Peres e Curi (2005). O numero de
células com DNA fragmentado foi normalizado em relagdo ao grupo controle sem

tratamento.

4.4.6. Avaliacdo da citotoxicidade induzida pelo tratamento com NCMagh-

SE, associado a exposicdo ao campo magnético alternado

Para avaliacdo do efeito citotoxico do tratamento com NCMagh-SE,
associado a exposicdo ao campo magnético alternado, células das linhagens 4T1 e
MCF-7 foram plaqueadas em placas de cultura de 24 pocos, na concentracdo de
2x10* células por poco, contendo 500 pL de meio de cultura. Apds 24 horas de
incubacdo em atmosfera Umida, para aderéncia das células a placa, o meio de
crescimento foi substituido por meio de cultura contendo NCMagh-SE nas
concentracdes de 50 pg/mL de Selol + 2,5 x 10° particulas/mL (2X) e 100 pg/mL de
Selol + 5 x 10° particulas/mL (4X). Ap6s 4 horas de incubacdo, o meio contendo
NCMagh-SE foi removido, as células foram lavadas duas vezes com PBS e 500 pL
de meio de cultura foi adicionado. Em seguida, as células de cada um dos pogos

foram expostas por 3 minutos ao campo magnético alternado, com a ponteira do
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equipamento a aproximadamente 5 mm de distancia da superficie do meio de
cultura. O campo magnético alternado era gerado por um equipamento
desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa (Patente: Pl 0204433-1), que opera a 1
MHz com 40 Oe de amplitude de campo. ApOs a exposicdo ao campo, as celulas
foram incubadas por mais 20 horas em incubadora Umida e a viabilidade celular foi
avaliada pelo método do MTT, descrito no item 4.4.2.

Células sem tratamento, expostas ou ndo ao campo magnético alternado,
foram utilizadas como grupos controle. A média das absorbancias de cada um dos
grupos controle foi considerada como 100% de viabilidade e foi utilizada para
calcular o percentual de células viaveis apds os tratamentos. Os resultados foram
obtidos a partir de trés experimentos independentes, realizados em triplicata.

As concentracbes de NCMagh-SE utilizadas neste experimento foram
definidas com base na avaliacdo da citotoxicidade descrita no item 4.4.2., porém
levando-se em consideracdo que o tempo de exposicdo a amostra NCMagh-SE
neste experimento foi menor (apenas de 4 horas), o que possivelmente promoveria

menor toxicidade.
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4.5. EXPERIMENTOS IN VIVO

45.1. Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos fémeas isogénicos, da linhagem
BALB/c (Figura 5), com 12 semanas de idade, fornecidos pelo biotério do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo. Durante a fase experimental,
os animais foram mantidos no Biotério do Laboratério Nanogen, da Universidade de
Brasilia, em ambiente com temperatura controlada (25°C), com ciclo claro/escuro de

12 horas, recebendo racado balanceada e agua potavel.

Figura 5: Camundongos BALB/c fémeas.

Todos os procedimentos experimentais realizados durante este estudo estao
em acordo com o Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (IB) da Universidade de Brasilia — CEUA/63 — IB — UnB.

4.5.2. Transplante das células tumorais

O transplante de células tumorais nos camundongos foi realizado utilizando-
se células de adenocarcinoma mamario murino (4T1). Esta linhagem é um dos
poucos modelos celulares com capacidade de desenvolver metastases nos mesmos

locais afetados pelo céncer de mama em humanos (PULASKI; OSTRAND-
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ROSENBERG, 2001). As células 4T1 foram descongeladas e mantidas em cultura
duas semanas antes do transplante.

O transplante ortotopico autdlogo das células foi realizado na primeira
glandula mamaria abdominal esquerda (Figura 6), injetando-se subcutaneamente 50
uL de suspensdo celular, contendo 2x10* células, em meio de cultura DMEM sem
soro fetal bovino. Este procedimento foi realizado em animais anestesiados com 100
uL  de solucdo de ketamina (aproximadamente 10 mg/Kg) e xilazina
(aproximadamente 80 mg/Kg) injetada intraperitonealmente.

O método de inducdo tumoral utilizado neste trabalho foi previamente

validado por Carneiro (2011).

Figura 6: Local do transplante ortotopico de células 4T1. A inoculacdo das células foi
realizada na primeira glandula mamaria abdominal esquerda, em camundongos BALB/c.

4.5.3. Grupos de tratamento

Os estudos in vivo foram realizados em duas etapas, sendo que em cada
etapa os animais foram divididos em diferentes grupos de tratamento, conforme
descrito no itens 4.5.3.1 e 4.5.3.2.
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4.5.3.1. Etapa 1 - Avaliagdo da toxicidade e do efeito antitumoral do
tratamento com NCMagh-SE associado ou ndo a administracédo de

guimioterapico Paclitaxel

Apo6s 7 dias da indugdo do tumor e constatado o seu desenvolvimento, 0s
animais foram divididos em grupos (n=6) de tratamento, conforme demonstrado na
Figura 7. Todos os procedimentos foram realizados em animais anestesiados com

solucéo de ketamina e xilazina.

- h
Controle
(PBS)
. v
( ™

50 pL de NCMagh-SE
(0,5 mg de Selol + 2,5x10%0 particulas)

100 pL de NCMagh-SE
(1 mg de Selol + 5x101° particulas)

Tumor

50 uL de NCMagh-SE
(0,5 mg de Selol + 2,5x101° particulas)
+

Paclitaxel (10 mg/Kg)

100 pL de NCMagh-SE
(1 mg de Selol + 5x101° particulas)

+
L Paclitaxel (10 mg/Kg) )
- ™
PBS
+

Paclitaxel (10 mg/Kg)

Figura 7: Grupos de tratamento (n=6) testados na Etapa 1 dos experimentos in vivo.
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A amostra NCMagh-SE foi administrada, via intratumoral, injetando-se 50 pL
(0,5 mg de Selol + 2,5x10% particulas) ou 100 pL (1 mg de Selol + 5x10%°
particulas), a cada trés dias, totalizando cinco aplicacdes. A dose de 1 mg de Selol +
5x10'° particulas foi escolhida com base nos estudos de Jastrzebski et al. (1995,
1997), que avaliou a toxicidade do Selol em ratos. Além disso, era possivel injetar no
maximo 100 pL de NCMagh-SE, via intratumoral, sem que a amostra extravasasse.
A administracdo de 0,5 mg de Selol + 2,5x10 foi escolhida para se avaliar o efeito
da dose no tratamento.

O tratamento quimioterapico foi realizado utilizando-se Paclitaxel, um agente
antineoplasico utilizado em vérios tipos de cancer, inclusive no cancer de mama
metastatico (SOMA et al., 2009; HUANG et al., 2010). Nesta etapa, o0 quimioterapico
Paclitaxel (Taxilan®, Bergamo) foi administrado na veia da cauda, na concentracao
aproximada de 10 mg/Kg, a cada 6 dias, totalizando 3 aplicagdes.

Como controle foram utilizados camundongos que receberam injecéo
intratumoral e intravenosa de PBS, com o objetivo de submeter os animais ao
mesmo tipo de estresse dos outros grupos.

Apés 22 dias da inoculagdo do tumor, os animais foram anestesiados para
coleta de sangue e posteriormente eutanasiados por deslocamento cervical para a
coleta dos 6rgaos e do tumor.

O cronograma de transplante das células, do tratamento e da eutanasia dos

animais da Etapa 1, esta ilustrado na Figura 8.

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22

| | | | dias
Transplante
de células NCMagh-SE Eutanasia
4T1 | |
Paclitaxel

Figura 8: Cronograma de transplante de células, tratamentos e eutanasia dos
camundongos utilizados na Etapa 1.



52

4.5.3.2. Etapa 2 - Avaliacdo da toxicidade e do efeito antitumoral do
tratamento concomitante com NCMagh-SE e com quimioterapico

Paclitaxel, associado a exposicdo ao campo magnético alternado

Nesta etapa foi realizado um teste piloto em camundongos portadores de
adenocarcinoma mamario, divididos em 4 grupos de tratamento (n=3), conforme o
esquema apresentado na Figura 9. Todos os procedimentos foram realizados em

animais anestesiados com solucao de xilazina e ketamina.

4 It
Controle
(PBS)
. /
g N
PBS

+
Paclitaxel (10 mg/Kg)

100 pL de NCMagh-SE

(1 mg de Selol + 5x101° particulas)
+

Paclitaxel (10 mg/Kg)

Tumor

100 pL de NCMagh-SE
(1 mg de Selol + 5x1010 particulas)
+
Paclitaxel (10 mg/Kg)
+

campo magnético alternado

\. y

Figura 9: Grupos de tratamento (n=3) testados na Etapa 2 dos experimentos in vivo.

Os tratamentos foram iniciados apdés 10 dias do transplante das células
tumorais, apos constatado o desenvolvimento do tumor.

A amostra NCMagh-SE foi administrada, via intratumoral, injetando-se 100 pL
(1 mg de Selol + 5x10'° particulas), a cada trés dias, totalizando 4 aplicacoes. Esta

concentracéao foi definida a partir dos resultados da Etapa 1 desta pesquisa.
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Na Etapa 2, o Paclitaxel foi administrado via intratumoral, devido as
dificuldades constatadas na Etapa 1 para aplicacdo endovenosa deste
quimioterapico. O Paclitaxel foi administrado duas vezes, com intervalo de 6 dias
entre as aplicacfes, na concentracdo de 10 mg/Kg.

Como controle foram utilizados camundongos que receberam injecao
intratumoral de PBS, com o objetivo de submeter os animais ao mesmo tipo de
estresse dos outros grupos.

A aplicacdo do campo magnético alternado foi realizada utilizando-se o
mesmo equipamento descrito no item 4.4.6. ApOs cada aplicacdo da amostra
NCMagh-SE, os camundongos eram expostos ao campo magnético alternado por 10
minutos. Os animais eram posicionados de forma que a ponta do equipamento
ficasse encostada no animal, exatamente no local do tumor.

Apés 22 dias da inoculagdo do tumor, os animais foram anestesiados para
coleta de sangue e posteriormente sacrificados por deslocamento cervical para a
coleta dos 6rgaos, da medula 6ssea e do tumor.

O cronograma utilizado na Etapa 2 para transplante das células, tratamentos

e eutanasia dos animais, esta ilustrado na Figura 10.

01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22

dias
| | | | |
Transplante NCM|a h.SE N
de células g Eutanasia
4T1 | |

Paclitaxel

Figura 10: Cronograma de transplante de células, tratamentos e eutanasia dos
camundongos utilizados na Etapa 2.

4.5.4. Avaliagéo clinica dos animais

Os animais foram observados para avaliar os aspectos fisicos gerais,

crescimento tumoral, peso e comportamento durante todo o periodo de tratamento.
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Foi também pesada a quantidade de racdo e o volume de agua oferecida aos
animais, para avaliacdo de possiveis altera¢cdes no aspecto fisico dos animais e no
ganho de peso.

Os animais foram pesados, em balanca digital, com o objetivo de determinar a
alteracdo de peso conforme a progressao tumoral e o tratamento utilizado. As
pesagens foram realizadas antes de cada tratamento e da eutanasia dos animais.
Na etapa 2, os animais também foram pesados no dia do transplante das células
tumorais.

ApGs retirada cirdrgica do tumor, os mesmos foram pesados em balanca
digital e o volume tumoral foi estimado pela mensura¢édo dos tumores com auxilio de
um paquimetro digital. O volume foi calculado conforme Yazdi et al. (2012),
utilizando-se a férmula V = 0,5 x d® x D, onde d é o diametro menor e D, o diametro

maior.

4.5.5. Analises hematoldgicas e bioquimicas

As analises hematolbégicas e bioquimicas foram utilizadas para avaliar a
toxicidade dos tratamentos realizados. Para estas analises, aproximadamente 1 mL
de sangue foi coletado por puncdo cardiaca. Uma parte do sangue
(aproximadamente 200 uL) foi transferida para microtubos contendo anticoagulante
EDTA (10%) e imediatamente submetido a analise hematolégica. O restante do
sangue foi centrifugado, por 5 minutos a 4000 rpm, para separacdo do soro
sangliineo e este foi congelado a -20°C para realizacdo das analises bioquimicas.

O hemograma foi realizado utilizando-se um hematocitbmetro veterinario
automatico (pocH -100iV Diff, Sysmex, Brasil) calibrado para camundongos. Foram
avaliados os seguintes parametros hematoldgicos: (1) leucograma: leucocitos totais,
namero e percentual de linfocitos, neutréfilos, monécitos e eosindfilos; (2)
eritrograma: numero de células vermelhas, hematécrito, VCM (Volume Corpuscular
Médio), HCM (Hemoglobina Corpuscular Média), CHCM (Concentracdo de
Hemoglobina Corpuscular Média), RDW (amplitude ou variacdo da distribuicdo do
tamanho dos eritrécitos); e (3) numero de plaquetas.

A andlise bioquimica do soro foi realizada pelo Laboratério Sabin, mediante

parceria. Os aparelhos utilizados foram calibrados para dosagens em animais de
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pequeno porte. Nas amostras de soro sangiineo dos animais utilizados na Etapa 1
foram dosadas as enzimas aspartato transaminases (AST), alanina transaminases
(ALT), bilirrubina total e fracdes, e uréia. Além destas mesmas dosagens, 0 soro dos
animais da Etapa 2 foram medidos os niveis de gama-glutamil transferase (GGT),

fosfatase alcalina e creatinina.

4.5.6. Analise genotoxica

A acdo genotoxica foi avaliada por meio da analise de fragmentacdo do DNA
em eritrécitos da medula éssea (CARNEIRO, 2011). Esta analise foi realizada
apenas nos camundongos tratados na Etapa 2.

Para essas andlises, os fémures foram removidos e as epifises cortadas para
expor a medula éssea, que foi retirada pela introducdo de uma agulha acoplada a
seringa, contendo 1 mL de soro fetal bovino. O material foi homogeneizado e
centrifugado por 5 minutos a 2500 rpm. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi ressuspenso em 50 pL de SFB. Desta suspenséao celular, 40 yL foram
fixados em etanol 70% e congelados a -20°C. Este material foi submetido a analise
de fragmentagcdo celular por citometria de fluxo, seguindo o mesmo protocolo

utilizado no experimento in vitro (item 4.4.5.).

4.5.7. Analises histolégicas dos 6rgaos e do tumor

A analise histologica foi realizada somente na Etapa 1.

Os orgaos figado, pulmdes, baco, coracdo, rins e cérebro, de animais
controles tratados com solugéo salina ou tratados com 50 pL e 100 yuL de NCMagh-
SE, foram coletados para avaliacdo da toxicidade dos tratamentos. Foi verificado o
aspecto geral dos O6rgdos, a presenca de aglomerados de nanoparticulas
magneéticas e a ocorréncia de metastases.

Para avaliacdo do efeito antitumoral dos diversos tratamentos, os tumores de
todos os animais tratados na Etapa 1, foram coletados. Foi observada a ocorréncia
de necrose no tecido tumoral e a presenca de aglomerados de nanoparticulas

magneéticas.
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Os orgédos foram fixados em solugcdo de Davidson (1 mL de &cido acético
adicionado a 9 mL de solugdo estoque composta por 40mL de glicerina, 80 mL de
formol 40%, 120 mL de etanol 95% e 120 mL de &gua destilada) por 12 horas a 4°C,
enquanto que os tumores foram fixados em solucdo de paraformaldeido 4% por 6
horas. Apos fixacdo, o tumor e os fragmentos dos 6rgdos foram desidratados em
solugdes alcodlicas crescentes (de 70 a 100%), diafanizados em xileno e incluidos
em parafina usando histotécnico (OMA, modelo DM-40, Brasil).

Os blocos foram seccionados em microtomo Leica RM2235 manual (Leica
Microsystems, Alemanha), tendo sido realizados cortes semi-seriados de 5 pm.
Foram preparadas seis laminas de cada um dos blocos contendo o tumor, enquanto
que para os blocos contendo fragmentos dos érgdos, foram confeccionadas trés
laminas. Cada lamina continha trés ou quatro cortes, que foram corados pelo
método de hematoxilina-eosina (HE), para visualizacdo do citoplasma e do nucleo.
Laminas dos tumores também foram coradas pelo método de Perls, para avaliagdo

da presenca de aglomerados de ferro.

4.6. ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram feitas com o software SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences), versdao 19. Os resultados encontrados foram
submetidos ao teste de Shapiro-Wilk, para verificar se os dados apresentavam
distribuicdo normal. Os dados que apresentaram distribuicdo normal foram
submetidos ao teste de analise de variancia simples (One-way ANOVA), para
verificar a ocorréncia de grupos diferentes estatisticamente; e ao teste post-hoc de
Tukey, para identificar quais grupos eram estatisticamente diferentes entre si. Os
dados que nédo apresentavam distribuicdo normal foram submetidos ao teste de
Kruskal-Wallis, para verificacdo de diferencas entre as variaveis, e ao teste de Mann-
Whitney, para verificar diferengcas entre os grupos de tratamento. As diferencas
foram consideradas significativas para valores de p<0,05. Os dados foram expressos
como média + EPM (erro padrao da média).
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5. RESULTADOS

5.1. CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

5.1.1. Caracterizagdo por Microscopia Eletronica de Transmissdo e

Varredura

A amostra de nanocapsulas magnéticas de Selol (NCMagh-SE), quando
analisada por microscopia eletrénica (Figura 11), apresentou nanocpsulas com
formato arredondado, tamanhos variados e com nucleo elétron-denso devido a
presenca de nanoparticulas magnéticas localizadas, tanto no interior, quanto na
superficie das nanocapsulas. O diametro médio das nanocdpsulas da amostra
NCMagh-SE (235,8 nm + 57,8 nm) (Figura 11-D) foi determinado por meio da

contagem de pelo menos 300 nanoestruturas.

Média: 235,8 nm

Desvio Padrdo: 57,8

Moda: 244,9 nm
n: 354

Figura 11: Caracterizacdo morfoldégica e mensuracdo de NCMagh-SE. (A e B)
Fotomicrografias eletrénicas de transmissdo de NCMagh-SE; (C) fotomicrografia eletrénica
de varredura de NCMagh-SE; (D) histograma da distribuicdo dos didametros de NCMagh-SE.



58

Durante as andlise por MET da amostra NCMagh-SE, foi verificada a
presenca de poucas nanoparticulas de maghemita dispersas fora das nanocépsulas.
Estas nanoparticulas foram fotomicrografadas (Figura 12-A) e o diametro médio
(10,0 nm £ 2,5 nm) foi calculado a partir da contagem de mais de 300 nanoparticulas
(Figura 12-B).

] |

B Média: 10,0 nm
Desvio Padréo: 2,5
% Moda: 10,4 nm
N: 328
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Figura 12: Caracterizagdo das nanoparticulas de maghemita dispersas na amostra
NCMagh-SE. (A) Fotomicrografia eletrbnica de transmissdo das nanoparticulas de
maghemita dispersas na amostra NCMagh-SE; (B) histograma da distribuicdo dos diametros
das nanoparticulas de maghemita.

Para comparacdo, a morfologia das nanocapsulas magnéticas (NCMagh) e
das nanocapsulas de Selol (NCSE) também foram avaliadas por MET.
Diferentemente da amostra NCMagh-SE, a amostra NCMagh estava aparentemente
desestabilizada, apresentando-se aglomerada e com particulas de maghemita
localizadas principalmente na superficie das nanocapsulas (Figura 13).

Figura 13: Fotomicrografias eletronicas de transmissédo da amostra NCMagh. A figura
mostra nanoparticulas localizadas mais proximas da superficie das nanocapsulas.
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As nanocépsulas de PLGA contendo somente Selol (NCSE) apresentaram-se
arredondadas, distribuidas individualmente e com pouco contraste nas analises por

MET (dados ndo mostrados), uma vez que ndo foram submetidas a contrastacao .

5.1.2. Caracterizagdo por Espalhamento de Luz Dinamica (DLS) e Zeta-sizer

O diametro hidrodinamico das nanocapsulas foi avaliado por DLS, enquanto
que a carga de superficie e a estabilidade da amostra foi avaliada por meio da
medicdo do potencial zeta. Os resultados encontrados estdo apresentados na
Tabela 2.

As nanocapsulas de NCMagh-SE apresentaram diametro hidrodinamico
(244.10 nm) préximo ao didmetro médio observado nas andlises por MET (235,83
nm). As nanocdpsulas de NCMagh apresentaram diametro aproximadamente 4
vezes maior do que as nanocapsulas das amostras NCMagh-SE e NCSE.
Diferentemente de NCMagh-SE e NCSE, a amostra NCMagh apresentou-se
altamente polidispersa nas andlises por DLS, como pbde ser observado pelo indice
de polidispersividade (PDI).

Em relacdo ao potencial zeta, com exce¢cdo de NCMagh-SE, todas as

amostras apresentaram carga negativa.

Tabela 2. Caracterizagcdo das nanocapsulas por DLS e Zetasizer.

Amostras NCMagh-SE NCMagh NCSE
Diametro médio (nm) 244,10 + 2,32 948,50 + 109,20 212,50 + 3,15
PDI 0,23+ 0,01 0,87 £ 0,07 0,31 £ 0,02
Potencial Zeta (mV) 20,10+ 0,70 -11,70 £ 0,57 -28,60 + 0,80
pH 7,4 7,5 7,0

Os dados representam a média £+ EPM de trés diferentes analises de cada amostra, com
angulo de difragcdo de 173° a 25°C. PDI - indice de polidispersividade.
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5.2. EXPERIMENTOS IN VITRO

Os experimentos in vitro foram realizados utilizando-se células normais de
mama (MCF-10A) e de adenocarcinoma mamario murino (4T1) e humano (MCF-7).
As células foram tratadas com nanocapsulas magnéticas de Selol (NCMagh-SE) e,
como controle, foram utilizadas nanocapsulas magnéticas (NCMagh) e
nanocapsulas de Selol (NCSE). As células foram submetidas ao tratamento com

diferentes concentracdes, conforme a Tabela 1 - Materiais e Métodos.

5.2.1. Avaliacdo da citotoxicidade induzida pelo tratamento com NCMagh-
SE e seus controles (NCMagh e NCSE)

O experimento do MTT foi realizado para avaliar a citotoxicidade de NCMagh-
SE e seus controles, NCMagh e NCSE, e o efeito da dose e do tempo de tratamento
na viabilidade celular.

Como descrito na Figura 14, o tratamento das células de carcinoma mamario
murino (linhagem 4T1) com NCMagh-SE e seus controles (NCMagh e NCSE)
diminuiu a viabilidade celular em todas as concentracdes testadas, de maneira
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle sem tratamento. O
tratamento com NCMagh-SE, nas concentracées de 25 ug/mL de Selol + 1,25 x 10°
particulas/mL (1X) a 100 pg/mL de Selol + 5 x 10° particulas/mL (4X), reduziu em
aproximadamente 38% o percentual de células viaveis em relacdo ao grupo sem
tratamento, ap0s 24 horas de exposicdo a amostra. Além disso, a citotoxicidade
induzida pelas concentracbes mais altas (8X e 16X), de todas as amostras
nanoestruturadas, foi dose e tempo dependente. Nao foi observada diferenca
estatistica na viabilidade celular entre os grupos tratados com as amostras
magnéticas (NCMagh-SE e NCMagh) em todas as concentracdes testadas. Ainda
que todas as concentracdes testadas de NCSE tenham induzido reducéo
significativa na viabilidade celular, em relacdo ao grupo controle sem tratamento, a
amostra NCSE foi menos citotdéxica do que as nanocapsulas magnéticas de Selol
(NCMagh-SE), principalmente quando as concentragdes mais altas (4X a 16X) foram

avaliadas.
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Figura 14: Analise da viabilidade celular da linhagem 4T1, ap6s 24 e 48 horas de
exposicdo a diferentes tratamentos. NCMagh-SE - nanocapsulas magnéticas de Selol;
NCMagh - nanocépsulas magnéticas; NCSE - nanocapsulas de Selol; CST - controle sem
tratamento; PTX - 40 pg/mL de Paclitaxel. 1X - 25 pg/mL de Selol e/ou 1,25x10°
particulas/mL; 2X - 50 ug/mL de Selol e/ou 2,5x10° particulas/mL; 4X - 100 pg/mL de Selol
e/ou 5x10° particulas/mL; 8X - 200 ug/mL de Selol e/ou 1x10™ particulas/mL; 16X — 400
Hg/mL de Selol e/ou 2x10° particulas/mL. * indica diferenca estatisticamente significativa em
relagdo ao grupo controle sem tratamento; “a” indica diferenca estatisticamente significativa
em relagdo ao grupo tratado com NCMagh-SE na mesma concentragdo; p<0,05. As barras
correspondem a média = EPM de trés experimentos independentes, realizados em triplicata.

Assim como nas células de adenocarcinoma mamario murino (4T1, Figura
14), o tratamento com NCMagh-SE, NCMagh e NCSE reduziu a viabilidade das
células de adenocarcinoma mamario humano (MCF-7), em todas as concentragdes,
como pode ser observado na Figura 15. Entretanto, diferentemente de 4T1, as
células MCF-7 foram menos susceptiveis aos efeitos citotdxicos induzidos pelo
quimioterapico Paclitaxel. As concentracbes mais altas de todas as amostras
nanoestruturadas testadas (8X e 16X) foram inclusive mais citotdéxicas do que o

guimioterapico Paclitaxel (40 pg/mL) utilizado como controle positivo.
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Figura 15: Analise da viabilidade celular da linhagem MCF-7, ap6s 24 e 48 horas de
exposicdo a diferentes tratamentos. NCMagh-SE - nanocapsulas magnéticas de Selol;
NCMagh - nanocapsulas magnéticas; NCSE - nanocapsulas de Selol; CST - controle sem
tratamento; PTX - 40 pg/mL de Paclitaxel. 1X - 25 pg/mL de Selol e/ou 1,25x10°
particulas/mL; 2X - 50 ug/mL de Selol e/ou 2,5x10° particulas/mL; 4X - 100 pg/mL de Selol
e/ou 5x10° particulas/mL; 8X - 200 ug/mL de Selol e/ou 1x10% particulas/mL; 16X - 400
Hg/mL de Selol e/ou 2x10° particulas/mL. * indica diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo controle sem tratamento; “a” indica diferenca estatisticamente significativa
em relagdo ao grupo tratado com NCMagh-SE na mesma concentragdo; p<0,05. As barras
correspondem a média = EPM de trés experimentos independentes, realizados em triplicata.

Diferentemente das linhagens tumorais, a exposicdo as amostras magnéticas
NCMagh-SE e NCMagh, por 24 e 48 horas, reduziu a viabilidade das células
normais de mama (MCF-10A, Figura 16) somente nas concentracdes mais altas (4X
a 16X). A citotoxicidade observada foi dose e tempo dependente. Ainda que apés 24
horas de exposicdo as concentracdes mais baixas de NCMagh-SE, de 25 pg/mL de
Selol + 1,25x10° particulas/mL (1X) e 50 pg/mL de Selol + 2,5x10° particulas/mL
(2X), tenham reduzido de maneira estatisticamente significativa a viabilidade celular
em relacdo as células sem tratamento, depois de 48 horas houve um aumento na
viabilidade das células atingindo em média 99,9% e 91,4%, respectivamente para as
concentragbes 1X e 2X. Estes valores foram similares aos do grupo controle sem
tratamento. Além disso, o tratamento com o NCMagh-SE, nas concentragdes de 8X
e 16X, foi menos citotéxico do que NCMagh nas mesmas concentragcdes. Em
relacdo a amostra NCSE, esta foi citotoxica somente apos 48 horas de exposicao as

concentracbes mais altas, de 8X e 16X.
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Figura 16: Analise da viabilidade celular da linhagem MCF-10A, apds 24 e 48 horas de
exposicdo a diferentes tratamentos. NCMagh-SE - nanocapsulas magnéticas de Selol;
NCMagh - nanocépsulas magnéticas; NCSE - nanocapsulas de Selol; CST - controle sem
tratametno; PTX - 40 pg/mL de Paclitaxel. 1X - 25 pg/mL de Selol e/ou 1,25x10°
particulas/mL; 2X - 50 ug/mL de Selol e/ou 2,5x10° particulas/mL; 4X - 100 pg/mL de Selol
e/ou 5x10° particulas/mL; 8X - 200 ug/mL de Selol e/ou 1x10™ particulas/mL; 16X - 400
ng/mL de Selol e/ou 2x10™° particulas/mL. * indica diferenca estatisticamente significativa em
relagdo ao grupo controle sem tratamento; “a” indica diferenca estatisticamente significativa
em relagdo ao grupo tratado com NCMagh-SE na mesma concentragdo; p<0,05. As barras
correspondem a média + EPM de trés experimentos independentes, realizados em triplicata.

A partir dos resultados do teste do MTT, foi determinada a concentragao de
NCMagh-SE necessaria para inibir o crescimento de cada linhagem celular em 50%
(ICs0) (Tabela 3). Como observado nesta tabela, as células tumorais (4T1 e MCF-7)
sdo mais sensiveis ao tratamento com NCMagh-SE do que as células normais
(MCF-10A). No entanto, o0 aumento do tempo de incubagao das células normais com
NCMagh-SE aumenta de maneira significativa a sensibilidade das mesmas ao

tratamento.
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Tabela 3: Distribui¢cdo dos valores de ICg, € seus respectivos intervalos de confianca
(95%) em células 4T1, MCF-7 e MCF-10A, ap6s o tratamento com nanocapsulas
magnéticas de Selol (NCMagh-SE).

ICsq (intervalo de confianca - 95%) (ug/mL)

Linhagens
celulares 24 horas 48 horas
4T1 163,1 (127,4 a 208,8) 121,2 (92,4 a 159,0)
MCF-7 109,4 (78,7 a 151,9) 116,2 (92,6 a 145,9)
MCF-10A 337,3(301,8 a 377,0) 171,2 (154,7 a 189,5)

Os valores de IC5, foram calculados com base nos dados de viabilidade celular obtidos nos
testes de MTT apds o tratamento com NCMagh-SE, nas concentragées de 25 pg/mL de
Selol + 1,25 x 10° particulas/mL (1X) a 400 pg/mL Selol + 2 x 10™ particles/mL (16X).

A Figura 17 apresenta os resultados da andlise de citotoxicidade pelo método
do MTT, de forma a evidenciar as diferencas na viabilidade celular entre as
linhagens 4T1, MCF-7 e MCF-10A, ap0s a exposicdo por 24 e 48 horas, ao
tratamento com a amostra NCMagh-SE e seus controles (NCMagh e NCSE). Como
pode ser observado, com raras excecgdes, os tratamentos, com as diferentes
amostras e concentracdes, diminuiram a viabilidade de maneira mais intensa nas

células tumorais do que nas células normais, de forma dose e tempo dependente.
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Figura 17: Comparacao da viabilidade celular das linhagem 4T1, MCF-7 e MCF-10A,
apos 24 horas (esquerda) e 48 horas (direita) de exposicao a diferentes tratamentos.
NCMagh-SE - nanocapsulas magnéticas de Selol; NCMagh - nanocapsulas magnéticas;
NCSE - nanocgpsulas de Selol; CST - controle sem tratamento. 1X - 25 pg/mL de Selol e/ou
1,25x10° particulas/mL; 2X - 50 pg/mL de Selol e/ou 2,5x10° particulas/mL; 4X - 100 pg/mL
de Selol e/ou 5x10° particulas/mL; 8X - 200 ug/mL de Selol e/ou 1x10* particulas/mL; 16X -
400 upg/mL de Selol e/ou 2x10' particulas/mL. “a” indica diferenca estatisticamente
significativa entre a linhagem normal de mama (MCF-10A) e as linhagens de
adenocarcinoma mamario (4T1 e MCF-7); “b” indica diferenga estatisticamente significativa
entre as linhagens MCF-10A e 4T1; “c” indica diferenca estatisticamente significativa entre
as linhagens MCF-10A e MCF-7; p<0,05. As barras indicam a média + EPM de trés
experimentos independentes, realizados em triplicata.



66

5.2.2. Avaliacdo da morfologia celular ap6s tratamento com NCMagh-SE e
seus controles (NCMagh e NCSE)

A morfologia das células tumorais (4T1 e MCF-7) e das células normais
(MCF-10A) de mama, ap0s a exposicdo durante 24 e 48 horas as diferentes
concentragdes (1X a 16X) da amostra NCMagh-SE e de seus controles (NCMagh e
NCSE), foi avaliada por microscopia de luz. Porém, devido as diversas lavagens
realizadas para retirada do meio de cultura e da amostra, foram observadas apenas
as células que permaneciam aderidas a placa de cultura. Possivelmente, por esse
motivo, ndo tenham sido verificadas células com morfologia alterada, uma vez que
estas células se desprendem com maior facilidade da placa e sédo perdidas com as
lavagens.

Entretanto, foi observada menor quantidade de células (4T1, MCF-7 e MCF-
10A) aderidas as placas, com o aumento das concentracdes de NCMagh-SE,
NCMagh e NCSE. A Figura 18 exempliflica os resultados encontrados, mostrando
aglomerados de nanocompostos magnéticos corados em marrom pelo corante
Giemsa (Figura 18-B a E) e quantidade menor de células com o aumento da
concentracdo de NCMagh-SE testada. Nota-se auséncia da pigmentagcdo marrom
nas células sem tratamento (Figura 18-A) ou tratadas com NCSE (Figura 18-F).

Além disso, por meio da coloracédo de Perls, que cora componentes de ferro
em azul, ficou evidente o acumulo maior de NCMagh-SE nas células tumorais (4T1 e
MCF-7) do que na linhagem normal de mama (MCF-10A), por meio da observagao

de quantidade maior de agregados azuis nas células tumorais (Figura 19).



Figura 18: Morfologia das células MCF-7 ap0s 48 horas de exposicdo a diferentes
tratamentos. (A) Células sem tratamento; tratamento com NCMagh-SE: (B) 200 puL/mL de
Selol + 1x10 particulas/mL (8X); (C) 100 pL/mL de Selol + 5x10° particulas/mL (4X); (D) 50
puL/mL de Selol + 2,5x10° particulas/mL (2X); (E) tratamento com NCMagh (5x10°
particulas/mL - 4X); (F) tratamento com NCSE (100 pL/mL de Selol - 4X). Coloragédo por
Giemsa. As setas indicam aglomerados de nanoestruturas magnéticas, que podem ser
visualizados pela coloracdo marrom. As barras indicam 100 pm.



Figura 19: Coloracgéo, pelo método de Perls, das células 4T1 (A e B), MCF-7 (Ce D) e
MCF-10A (E e F) ap6s 48 horas do tratamento com NCMagh-SE. (A, C e E) células sem
tratamento; (B, D e F) tratamento com NCMagh-SE - 100 pL/mL de Selol + 5x10°
particulas/mL (4X). As setas indicam aglomerados de nanoestruturas magnéticas, que
podem ser visualizados pela coloragéo azul. As barras indicam 100 pm.
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5.2.3. Anélise do tipo de morte celular induzida por NCMagh-SE e seus
controles, NCMagh e NCSE, em células de adenocarcinoma mamaério
(4T1 e MCF-7)

Como foi verificado, pelo teste do MTT, que o tratamento com NCMagh-SE,
NCMagh e NCSE foi citotdxico, resolveu-se verificar se a morte estava ocorrendo
por apoptose ou por necrose. Para tal andlise, as células tumorais foram tratadas
com NCMagh-SE na concentracdo de 50 pg/mL de Selol + 2,5x10° particulas/mL
(2X) e com seus controles (NCMagh - 2X e NCSE - 2X), uma vez que nesta
concentragdo, a exposi¢do por 48 horas & amostra NCMagh-SE induziu reducéo da
viabilidade somente das células tumorais, sem efeito significativo nas células
normais. Para avaliacdo do efeito da dose no tipo de morte celular, as células
também foram tratadas com NCMagh-SE na concentracdo de 200 pg/mL de Selol +
1x10*° particulas/mL (8X).

A Figura 20 apresenta o percentual de células marcadas com anexina-V-FITC
(células em apoptose) e células marcadas com anexina-V-FITC e iodeto de propidio
(células em apoptose tardia). Todos os tratamentos induziram morte celular por
apoptose, que foi estatisticamente maior do que a do grupo controle sem tratamento.
N&o foi verificada presenca de células mortas por necrose.

Com observado na Figura 20, a inducdo de apoptose por NCMagh-SE foi
dose dependente nas duas linhagens tumorais. As células tratadas com NCMagh-
SE, na concentracdo de 200 pg/mL de Selol + 1x10'° particulas/mL, apresentaram,
em média, aproximadamente 7 vezes mais células em processo de apoptose
(64,5%) do que as células sem tratamento (8,1%). Inclusive, o percentual de células
em apoptose apds o tratamento com 200 pg/mL de Selol + 1x10% particulas/mL,
tanto nas células 4T1 quanto nas celulas MCF-7, foi similar ao grupo controle
positivo tratado com Paclitaxel.

Na linhagem 4T1, o tratamento com NCMagh-SE (50 pg/mL de Selol +
2,5x10° particulas/mL) causou apoptose em 41,8% das células, resultado similar aos
controles NCMagh (40,8%) e NCSE (31,4%). Por outro lado, na linhagem MCF-7, o
controle NCMagh (49,4%) induziu maior percentual de células em apoptose do que a
amostra NCMagh-SE (34,4%).
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Com excecao do tratamento com NCSE, que induziu maior indice de morte
celular por apoptose em MCF-7 (44,8%) do que em 4Tl (31,4%), todos os

tratamentos foram similares entre as linhagens tumorais.
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Figura 20: Andlise do percentual de células, 4T1 e MCF-7, em apoptose, ap6s 48 horas
dos diferentes tratamentos. NCMagh-SE - nanocapsulas magnéticas de Selol; NCMagh -
nanocapsulas magnéticas; NCSE - nanocapsulas de Selol; CST — controle sem tratamento;
PTX - 40 ug/mL de Paclitaxel. 2X — 50 pg/mL de Selol e/ou 2,5x10° particulas/mL; 8X — 200
ug/mL de Selol e/ou 1x10"° particulas/mL. * indica diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo controle sem tratamento; # indica diferenca estatisticamente significativa
entre as duas linhagens; “a@” indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo a
NCMagh-SE-2X; p<0,05. As barras correspondem a média + EPM de dois experimentos
independentes, realizados em triplicata.

5.2.4. Anélise de fragmentacdo do DNA induzida por NCMagh-SE e seus
controles, NCMagh e NCSE, em células de adenocarcinoma mamario
(4T1 e MCF-7)

Seguindo os mesmos tratamentos utilizados para analise do tipo de morte
celular, foi realizada também a analise de fragmentacdo do DNA, para avaliacdo do
potencial genotdxico das amostras.

Como mostrado na Figura 21, todos os tratamentos induziram aumento na

fragmentacdo do DNA, de maneira significativa em relacdo ao grupo controle sem
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tratamento. A indugdo da fragmentagcdo do DNA por NCMagh-SE foi dose
dependente, como observado apés o tratamento com 50 pg/mL de Selol + 2,5x10°
particulas/mL (2X) e 200 pg/mL de Selol + 1x10* particulas/mL (8X), que induziram,
respectivamente, 33,0% e 62,8% de fragmentacdo nas células 4T1 e 27,6% e
72,6% de fragmentacdo nas células MCF-7.

O tratamento com NCSE (2X) induziu percentual de fragmentacdo do DNA de
maneira similar ao grupo tratado com NCMagh-SE (2X), em ambas as linhagens.
Enguanto que o tratamento com NCMagh (2X) foi mais genotdxico do que NCMagh-
SE (2X) para a linhagem 4T1.
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Figura 21: Andlise do percentual de fragmentacdo do DNA em células das linhagens
4T1 e MCF-7, ap6s 48 horas dos diferentes tratamentos. NCMagh-SE - nanocapsulas
magnéticas de Selol; NCMagh - nanocapsulas magnéticas; NCSE - nanocapsulas de Selol;
CST - controle sem tratamento; PTX - 40 pg/mL de Paclitaxel. 2X — 50 pg/mL de Selol e/ou
2,5x10° particulas/mL; 8X — 200 pg/mL de Selol e/ou 1x10™ particulas/mL. * indica
diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle sem tratamento; #
indica diferenca estatisticamente significativa entre as duas linhagens; “a” indica diferenga
estatisticamente significativa em relacdo a NCMagh-SE-2X; p<0,05. As barras

correspondem a média + EPM de dois experimentos independentes, realizados em
triplicata.
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5.2.5. Avaliacdo da citotoxicidade, em células 4T1 e MCF-7, induzida pelo
tratamento com NCMagh-SE, associado a exposicdo ao campo

magnético alternado

Para avaliar se a exposi¢cdo ao campo magnético alternado pode aumentar o
efeito antitumoral das nanocpsulas magnéticas de Selol, as células tumorais (4T1 e
MCF-7) foram tratadas com NCMagh-SE e posteriormente submetidas ou ndo ao
campo magnético alternado. Para esta analise, foi escolhida a concentracdo de 50
ng/mL de Selol + 2,5 x 10° particulas/mL (2X), com base nos resultados do ensaio
de citotoxicidade, apresentados no item 5.2.1., e também uma concentracdo pouco
maior, de 100 pug/mL de Selol + 5 x 10° particulas/mL (4X). Vale ressaltar que o
tempo de exposicdo as amostras NCMagh-SE foi de apenas 4 horas,
diferentemente dos experimentos realizados no item 5.2.1.

Como pode ser observado na Figura 22-A, a incubacao das células 4T1, por
4 horas, com NCMagh-SE [50 pg/mL de Selol + 2,5 x 10° particulas/mL (2X) e 100
ng/mL de Selol + 5 x 10° particles/mL (4X)], induziu leve diminuicdo na viabilidade
celular em relagéo ao grupo controle sem tratamento, mas que néo foi significativa.
No entanto, quando as células foram expostas ao campo magnético de freqiiéncia
alternada (CMA), posterior ao tratamento com NCMagh-SE nas concentra¢des de
2X e 4X, a viabilidade celular diminuiu significantemente em 31,5% e 42,4%,
respectivamente, em relacao ao grupo controle sem tratamento.

Quando a citotoxicidade foi avaliada nas células de carcinoma mamario
humano (MCF-7), foi observado que o tratamento com NCMagh-SE diminuiu a
viabilidade tanto das células expostas quanto das células ndo expostas ao CMA
(Figura 22-B). Ap6s o tratamento com 100 pg/mL de Selol + 5 x 10° particulas/mL
(4X), seguido pela exposicdo ao CMA, a viabilidade celular foi significantemente
diminuida em 51, 8%, enquanto que sem a exposicdo ao CMA, foi reduzida somente
em 32,2%, em relagdo ao grupo controle sem tratamento.

Vale ressaltar que as células, tanto da linhagem 4T1, quanto da linhagem
MCF-7, tratadas com NCMagh-SE e expostas ao CMA, apresentaram reducao
significativa na viabilidade em comparacdo com as células tratadas mas nao

expostas ao CMA, em ambas as concentracdes testadas.



73

Ainda que nao significativa, foi observada diminuicdo da viabilidade das
células expostas ao CMA e tratadas com NCMagh-SE na concentracdo 4X em
relacdo as células tratadas com a concentracéo 2X.

Como esperado, a exposicdo ao campo magnético ndo induziu qualquer
alteracéo na viabilidade das células 4T1 e MCF-7 sem tratamento, que foram usadas
como controle (dados ndo mostrados).

A B 3 Sem CMA
Ml ComCMA
125~ 125+
*
= 1009 = 1004 = |
9> T — é« [ |
8 * 3
S 75 a * ERNCE —
3 a 3 a =
3 3 a
_'S 504 g 504
g g
> 25- > 254
C 1 1 1 C T T T
A + . A + S
0@ l % , ™ ) Qfo \ Vv Y W |
NCMagh-SE NCMagh-SE

Figura 22: Efeito do tratamento com nanocapsulas magnéticas de Selol (NCMagh-SE),
associado ou ndo a exposicdo subsequente ao campo magnético alternado, na
viabilidade de células tumorais das linhagens células 4T1 (A) e MCF-7 (B). Os dados
foram normalizados em relacdo aos grupos controles sem tratamento expostos ou ndo ao
campo magnético. 2X — 50 pg/mL de Selol + 2,5x10° particulas/mL; 4X — 100 pg/mL de Selol
+ 5x10° particulas/mL. * indica diferenca estatisticamente significativa em relacéo ao grupo
controle sem tratamento; “a” indica diferenga estatisticamente significativa em relacao ao
tratamento com NCMagh-SE, na mesma concentragdo, porém sem exposicdo ao campo
magnético alternado (CMA); p<0,05.
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5.3. EXPERIMENTOS IN VIVO

Os experimentos in vivo foram realizados em camundongos BALB/c,
portadores de adenocarcinoma mamario induzido por meio da inoculacéo ortotopica

de células da linhagem 4T1. Os experimentos foram realizados em duas etapas.

5.3.1. Etapa 1 - Avaliagcdo da toxicidade e do efeito antitumoral do
tratamento com nanocapsulas magnéticas de Selol (NCMagh-SE)

associado ou ndo a administracdo do quimioterapico Paclitaxel

Nesta etapa os animais foram divididos em grupos (n=6) controle e
submetidos a diferentes tratamentos conforme especificado na Figura 7, dos

Materiais e Métodos.

5.3.1.1. Avaliacao clinica dos animais

N&o foram observadas alteracbes comportamentais e clinicas como diarréia,

queda de pélos e atividade motora diminuida ao longo de todo o experimento (22

dias), em todos os grupos estudados.

5.3.1.2. Peso dos animais

O peso dos animais foi registrado nos dias em que 0s mesmos eram tratados

e imediatamente antes da eutanasia. Nao houve mudancas significativas no peso

corporal dos animais em nenhum dos grupos de tratamento (Figura 23).
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Figura 23: Média do peso corporal de camundongos ao longo de todo o periodo de
tratamento. PTX - tratamento com Paclitaxel (10 mg/Kg); NCMagh-SE - nanocapsulas
magnéticas de Selol. Os dados correspondem a média + EPM.

5.3.1.3. Analises hematoldgicas

Os resultados obtidos nas andlises do hemograma dos camundongos
portadores de tumor, submetidos a diferentes tratamentos, estdo apresentados nas
Tabelas 4 e 5.

N&do houve diferenca estatisticamente significativa nas contagens total e
diferencial de leucdcitos, entre os diversos grupos de tratamento (Tabela 4).
Entretanto, baseando-se nos valores de referéncia para camundongos, descrito por
Vianna (2007), foi verificada intensa leucocitose em todos 0s animais analisados. Foi
também observada inversdo na propor¢cdo de linfocitos e mondcitos/neutréfilos em
comparacdo com os valores de referéncia, tendo sido identificada a ocorréncia de
intensa linfopenia, concomitante ao aumento no percentual de mondcitos/neutrofilos.
Ainda comparando-se os resultados encontrados com os valores de referéncia, foi
detectado aumento no percentual de eosinéfilos nos animais experimentais tratados
com NCMagh-SE e/ou Paclitaxel, e pequena diminuicdo no numero de eosinofilos

nos camundongos do grupo controle.
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Tabela 4: Resultados do leucograma de camundongos BALB/c portadores de tumor,
tratados com NCMagh-SE e/ou Paclitaxel.

Tratamento Leucbcitos Linfécitos Mondcito + Eosinofilos
(x10%pL) (%) Neutroéfilos(%) (%)
Controle 17124225  3144+239 66,60 +2.19 1,96 + 0.20
PTX 3403+338  2373+128 7217 +103 410 + 0,46
NC“é'g%T‘SE 3640+325  2393+189 71,18+ 1.60 4,88 + 044
NCMagh-SE 3142+302  23092+155 7240+ 126 3.55 + 0,40
100 pL
NCMagh-SE
50 L 3 P 3048 +655  2900+310  6655+215 4,45+ 1,03
NCMagh-SE
loo P 15883405  2472£305  7256+3,09 272 + 0,54
Referéncia 120021300 6590a77,90 1670a19.60  2,00a270

Os dados correspondem a média + EPM. NCMagh-SE - nanocapsulas magnéticas de Selol;
PTX — Paclitaxel (10mg/Kg). Os valores de referéncia correspondem aos valores descritos
por Vianna (2007).

As andlises do eritrograma e da contagem de plaquetas (Tabela 5) revelou
poucas alteracbes em relacdo aos valores de referéncia. Ainda que nao
significativas, foi mais evidente a diminuicdo do hematdcrito em todos os grupos
estudados e 0 aumento no numero de plaquetas em todos os grupos tratados com
NCMagh-SE e/ou Paclitaxel. Comparando-se o0s resultados encontrados neste
estudo, a Unica diferenca estatisticamente significativa observada foi a diminuicéo
dos valores da hemoglobina entre os grupo tratados com Paclitaxel, com as doses
de 100 pL e 50 pL de NCMagh-SE.

Vale ressaltar que todos os animais analisados apresentavam tumor, o que ja

induz alteracdes nos parametros hematologicos.
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Tabela 5: Resultados dos exames hematolégicos de camundongos BALB/c portadores de tumor, tratados com NCMagh-SE e/ou

Paclitaxel.
Tratamento E(;(itlrga‘/::ff)s Hem(g%'lc_’)bi”a Hemgﬁgc”to MCV(FI) MCH (pg) '2’5 dHS RDW % '?Li%%/‘iff)s
Controle  8,90+0,13 12,42+0,19 30,90+048 3470+027 13,94+015 40,18+0,15 16,06+029 432,20 + 54,49
PTX 9,62+0,07 12,73+008 32374002 33,67+025 13,23+0,14 39,33+025 17,20+0,41 869,67+ 88,36
NC'\S"S?I'E'SE 896+0,10 1277+0,10 31,33+171 3500+0,13 14,28+0,07 40,77+0,10 16,72+0,18 722,83 % 56,52
NC%%QSLSE 8,83+020 1242+025 30,62+0,64 3473+017 14,10+0,09 40,58+0,09 16,73+0,26 756,50 = 70,57
?gfff“ihpﬁi 9,57+0,18 1363+0,14% 3373+047 3530022 14,28+0,18 40,43+026 1648+0,16 916,00 77,16
1'\(')8'\:'1i‘g+h'PST'§< 6,67+0,60 030+080% 2340%200 3554+027 14,04+009 3958+023 16,52+0,28 569,60 + 77,14
Referéncia 7,302 10,50 12,00 a 15,00 35,00 a 50,00 i i i i 497

Os dados correspondem a média + EPM. PTX - tratamento com Paclitaxel (10mg/Kg); NCMagh-SE - nanocépsulas magnéticas de Selol. *
indica diferenca estatistica entre os tratamentos; p< 0,05. Os valores de referéncia correspondem aos valores descritos por Vianna (2007).
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5.3.1.4. Andlises biquimicas

Comparando-se os resultados das andlises bioquimicas entre os grupos de
tratamento, ndo houve alteracdes nas dosagens enzimaticas nos soros sanguineos
dos animais, exceto nos valores de bilirrubina direta (Tabela 6). O tratamento com
100 pL de NCMagh-SE dobrou os niveis desta enzima no soro, em relagdo a dose
de 50 pyL. Este aumento foi estatisticamente significativo também em relacdo ao
grupo controle. Além disso, o quimioterapico Paclitaxel, administrado isoladamente
ou associado com NCMagh-SE, contribuiu para o aumento nos niveis de bilirrubina

direta em relacdo aos grupos controle e tratado com 50 puL de NCMagh-SE.

Tabela 6: Resultados das dosagens bioquimicas no soro de camudongos BALB/c
portadores de tumor, tratados com NCMagh-SE e/ou Paclitaxel.

Bilirrubina Bilirrubina Bilirrubina

Tratamento (r;Jr%?_) Total Direta Indireta ('SII‘/I) (f‘j[)
9 (mg/dL)  (mg/dL)  (mg/dL)

Controle 48, 25 0,04 0,02 0,02 8,25 66,75
+1,49 + 0,01 + 0,00 + 0,01 +2,72 + 12,55

PTX 46,60 0,05 0,03 * 0,01 3,80 68,80
+2,29 + 0,01 + 0,00 + 0,00 + 0,58 +5,84

NCMagh-SE 59,00 0,04 0,02 0,02 4,25 51,00
50 pL + 13,47 + 0,01 + 0,00 +0,01 +0,25 +5,85
NCMagh-SE 49,25 0,06 0,04 * 0,02 5,00 50,75
100 pL + 2,69 + 0,01 + 0,00 + 0,01 + 1,08 + 4,37
NCMagh-SE 47,25 0,05 0,03 * 0,02 3,50 57,50
50 uL + PTX +2.02 + 0,01 + 0,00 + 0,01 + 0,29 + 4,57
NCMagh-SE 47,00 0,04 0,03 * 0,02 3,75 54,25
100 pL + PTX +3,34 + 0,00 + 0,00 + 0,00 +0,48 +5,72

Os dados correspondem a média + EPM. PTX - Paclitaxel (10mg/Kg); NCMagh-SE -
nanocdpsulas magnéticas de Selol; ALT — alanina transaminases; AST - aspartato
transaminases. * significa diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo
controle, tratado com solugéo salina, e ao grupo tratado com 50 uL de NCMagh-SE.
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5.3.1.5. Volume e peso dos tumores

Apés 22 dias do transplante ortotopico das células, os tumores foram
retirados, medidos e pesados.

Ainda que nao significativa, foi observada leve diminuicdo no volume dos
tumores (Figura 24) dos animais tratados com 100 pL de NCMagh-SE associado
com Paclitaxel, em relacdo a todos os grupos estudados. Além disso, foi observado
aumento no volume tumoral dos animais tratados somente com NCMagh-SE, nas

duas concentragdes testadas, embora também néo tenha sido significativo.
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Figura 24: Avaliacdo do volume (mm® dos tumores coletados dos camundongos,
ap0s 22 dias da inoculacdo das células tumorais. NCMagh-SE - nanocépsulas
magnéticas de Selol; PTX - tratamento com Paclitaxel (10mg/Kg). As barras correspondem a
média = EPM.

Os tumores também foram pesados e os resultados estdo apresentados na
Figura 25. Foi verificado aumento, ndo significativo, no peso dos tumores dos
animais tratados com NCMagh-SE, nas duas concentracOes testadas. Porém, o
tratamento concomitante com NCMagh-SE e Paclitaxel, diminuiu o peso da massa
tumoral em relagdo aos grupos tratados somente com NCMagh, ainda que estas

diferencas néo tenham sido significativas.
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Figura 25: Avaliacdo do peso (mg) dos tumores coletados dos camundongos, apés 22
dias da inoculagdo das células tumorais. NCMagh-SE - nanocapsulas magnéticas de
Selol; PTX - tratamento com Paclitaxel (10mg/Kg). As barras correspondem a média + EPM.

5.3.1.6. Andlises macroscopicas dos tumores

Todos o0s animais desenvolveram tumor na glandula mamaria, apds
inoculacao das células 4T1. A Figura 26 apresenta imagens ilustrativas dos tumores
em cada um dos grupos experimentais. As Figuras 26-A e 26-B mostram
camundongos portador de adenocarcinoma mamario do grupo controle e do grupo
tratado somente com paclitaxel, respectivamente. Na Figura 26 (C a F) é possivel
visualizar o acumulo de NCMagh-SE na regido do tumor, uma vez que a
administragao foi realizada por via intratumoral. Os animais tratados com 100 pL de
NCMagh-SE (Figura 26 — D e F) apresentavam quantidade visualmente maior de
amostra acumulada do que os tratados com 50 uL (Figura 26 - C e E). Foi notada
maior aderéncia do tumor nos animais tratados com NCMagh-SE (Figura 26 - C a F)
do que nos animais controle tratados com salina (Figura 26-A) ou tratados somente

com Paclitaxel (Figura 26-F).
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Figura 26: Fotografias de adenocarcinomas mamarios, apés 22 dias da inoculacéo do
tumor, em animais submetidos a diferentes tratamentos. Camundongos do (A) grupo
controle; tratados com (B) Paclitaxel via intravenosa; (C) 50 pL e (D) 100 uL de NCMagh-SE
via intratumoral; Paclitaxel (10 mg/Kg) via intravenosa combinado com (E) 50 pL e (F) 100
puL de NCMagh-SE via intratumoral.

Ao exame macroscopico, 0s tumores do grupo controle (Figura 27-A)
apresentavam areas de coloracdo avermelhada, sugerindo hemorragia ou elevada
vascularizacéo; enquanto que o tumor dos animais tratados somente com Paclitaxel
apresentava coloracdo clara, sem evidéncias de hemorragia ou vascularizacao
(Figura 27-B). J& nos animais tratados com NCMagh-SE (Figura 27 - C a F), foi
observada presenca de areas amarronzadas devido ao acumulo da amostra, que

eram mais evidentes nos animais tratados com 100 uL de NCMagh-SE (Figura 27 -



82

D e F) do que nos tratados com 50 pL (Figura 27 — C e E). O tamanho dos tumores
do grupo tratado concomitante com 100 pL de NCMagh-SE e Paclitaxel era
visualmente menor em comparacado com 0s outros grupos de tratamento (Figura 27-
F).

CEBBANABRER

Figura 27: Fotografias de adenocarcinomas mamarios, coletados apés 22 dias da
inoculagdo do tumor, em animais submetidos a diferentes tratamentos. Tumor de
camundongos do (A) grupo controle; tratados com (B) Paclitaxel via intravenosa; (C) 50 pL e
(D) 100 pL de NCMagh-SE via intratumoral; Paclitaxel (10 mg/Kg) via intravenosa
combinado com (E) 50 pL e (F) 100 pL de NCMagh-SE via intratumoral.

5.3.1.7. Andlise histopatolégica dos tumores

A andlise histopatolégica dos tumores, passo essencial para avaliagdo dos
efeitos antitumorais dos tratamentos, permitiu constatar que todos 0s animais
apresentaram implantacdo adequada de células 4T1 no tecido mamario, mostrando
gue a técnica utilizada foi eficiente para inducdo de tumor ortotopico.

Na Figura 28, que apresenta fotomicrografias do adenocarcinoma mamario de
animais do grupo controle, é possivel verificar a presenca de tecido tumoral
implantado no tecido mamario, proximo aos ductos mamarios e ao tecido adiposo. A
Figura 28-B mostra a invasdo do tecido adiposo por tecido tumoral, enquanto que a
Figura 28-C evidencia a presenca de células tumorais proximas ao ducto mamario.
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Na Figura 28 (D e E) é possivel visualizar a presengca de células neoplésicas
indiferenciadas, de infiltrado inflamatoério, células com nudcleo hipercromatico
indicando a ocorréncia de apoptose, algumas células com vacuolos no citoplasma e
células em mitose. Foi verificado também hemorragia em algumas areas do tumor,
como mostrado na Figura 28-F, corroborando com os achados mascroscopios.

Praticamente ndo foram encontradas células em necrose.

Figura 28: Fotomicrografias de adenocarcinoma mamario, transplantado na mama de
camundongos BALB/c, do grupo controle. Os tumores foram coletados apds 22 dias da
inoculagcdo das células tumorais. (A) aspecto geral do parénquima mamario composto por
tecido adiposo (a) e ductos (d) adjascente ao tumor (t); (B) infiltragdo do tecido adiposo por
células tumorais; (C) células neoplasicas proximas ao ducto mamario; (D e E) presenca de
células com nucleo picnético, vacuolos e com polimorfismo, além de infiltrado inflamatério;
(F) area com hemorragia (h). Coloracdo por H&E.

No grupo dos animais tratados somente com Paclitaxel (10 mg/Kg), um
guimioterapico utilizado no tratamento do cancer de mama metastatico, foi também
verificada a presenca de células neoplasicas proximas a ductos mamarios (Figura 29
- A e B), e infiltrando o tecido adiposo (Figura 29 - B e C). A Figura 29-B tambem
evidencia a hiperplasia dos ductos mamarios. Foi observada densa quantidade de

células na area superficial do tumor (Figura 29 - C e D), enquanto que na regido
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central foi observado espacamento intercelular (Figura 29 - C e E). Areas de necrose
foram observadas (Figura 29-F).

Figura 29: Fotomicrografias de adenocarcinoma mamario, transplantado na mama de
camundongos BALB/c, do grupo tratado somente com Paclitaxel. Os tumores foram
coletados ap6s 22 dias da inoculagdo das células tumorais. (A e B) hiperplasia do ducto
mamario adjascente ao tecido tumoral; (B) infiltracdo do tecido adiposo por células tumorais
(C), mostrando maior densidade celular na regido periférica do tumor (D) e células
espacadas na regido central do tumor (E); (F) células em necrose. Coloragéo por H&E.

A Figura 30 mostra fotomicrografias dos tumores dos animais tratados com
NCMagh-SE, nas doses de 50 pL (Figura 30 - Aa C) e 100 pL (Figura30-D al). A
Figura 30-A apresenta a invasado do tecido adiposo pelo tecido tumoral, enquanto
gue na Figura 30-B é possivel visualizar as células indiferenciadas do tecido tumoral.
Foram visualizados aglomerados de coloracdo marrom, indicativo da presenca da
amostra NCMagh-SE, no citoplasma das células tumorais, principalmente na
periferia do tumor (Figura 30-C). Ja as Figuras 30-D e 30-E mostram a presenca de
células da periferia e do centro do tumor, respectivamente, evidenciando o maior
espacamento das células localizadas no interior do tumor. Foi observado maior

namero de aglomerados marrons, indicativos da presenca de NCMagh-SE, nos
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animais tratados com 100 pL (Figura 30-F), do que nos tratados com 50 pL (Figura
30-C) de NCMagh-SE. E possivel verificar nas Figuras 30-G a 30-I, a ocorréncia de

necrose, associada a presenca de aglomerados de coloracdo marrom e com

preenchimento por tecido conjuntivo fibroso (Figura 30 - H e I).
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Figura 30: Fotomicrografias de adenocarcinoma mamario, transplantado na mama de
camundongos BALB/c, dos grupos tratados com 50 pL (A-C) e 100 pL (D-l) de
NCMagh-SE. Os tumores foram coletados apos 22 dias da inoculagdo das células tumorais.
(A) infiltracdo do tecido adiposo por células tumorais; (B) células indiferenciadas
caracteristicas do tecido tumoral; (C) presenca de aglomerados marrons na regido
superficial do tumor, proximo ao tecido adiposo; (D) presenca de aglomerados marrons na
regido superficial do tumor e evidenciando denso tecido tumoral; (E) espacamento entre as
células tumorais localizadas na regido central do tumor e presenca de algomerados; (F)
presenca de grande quantidade de aglomerados marrons; (G, H e |) &reas de necrose e com
aglomerados marrons. Coloracéo por H&E.
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Nos animais tratados com NCMagh-SE via intraperitoneal e com Paclitaxel via
intravenosa (Figura 31), foi observado intenso acumulo de aglomerados marrons.
Interessantemente, este acumulo foi muito maior do que no grupo tratado somente
com NCMagh-SE (Figura 30), além de ter atingido todo o tecido tumoral. Foi
observada a presenca de tecido tumoral infiltrando o tecido adiposo (Figura 31 - A,
B, D e E). Grande quantidade de aglomerados marrons, indicativos da presenca de
NCMagh-SE, foram visualizados principalmente nos animais tratados com 100 pL de
NCMagh-SE (Figura 31 — D a G). Além disso, o tratamento combinado de Paclitaxel
e NCMagh-SE, nas doses de 50 pL (Figura 31-C) e 100 pL (Figura 31 - G a ),
aumentou a ocorréncia de necrose em relagdo aos grupos tratados somente com
NCMagh-SE. Extensas areas necroticas, principalmente no grupo tratado com 100
uL de NCMagh-SE e Paclitaxel (10 mg/Kg), foram observadas (Figura 31 - G a |).
Diversas regifes necrosadas apresentavam acumulo de aglomerados marrons
(Figura 31 - G e H).
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Figura 31: Fotomicrografias de adenocarcinoma mamario, transplantado na mama de
camundongos BALB/c, dos grupos tratados com 50 pL (A-C) e 100 pL (D-1) de
NCMagh-SE via intratumoral, associado ao tratamento endovenoso com Paclitaxel. Os
tumores foram coletados ap0s 22 dias da inoculagdo das células tumorais. (A) tecido
tumoral infiltrando o tecido adiposo; (B) presenga de grande quantidade de aglomerados
marrons na periferia do tumor; (C) area de necrose e presenca de aglomerados marrons; (D)
grande quantidade de aglomerados marrons no tecido tumoral, préximo ao tecido adiposo;
(E) aglomerados marrons proximos ao ducto mamario; (F) grande quantidade de
aglomerados marrons na periferia do tumor; (G e H) areas de necrose com presenca de
aglomerados marrons; (I) area de necrose. Coloracao por H&E.

Vale ressaltar que o tratamento somente com Paclitaxel induziu pouca
necrose das células tumorais, em comparacdo com 0S grupos tratados com
NCMagh-SE. Entretando, quando os dois tratamentos eram associados, foi
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observado aumento aparente das &reas necroéticas. O grupo tratado com 100 pL de
NCMagh-SE em conjunto com Paclitaxel, foi o que apresentou, areas mais extensas
de necrose, atingindo a maior parte do tecido tumoral.

Por meio da coloracdo pelo método de Perls, foi possivel confirmar que os
aglomerados amarronzados visualizados nos cortes dos tumores dos animais
tratados com NCMagh-SE, eram decorrentes da presenca de ferro na amostra. A
Figura 32 (A e B) mostram tumores de camundongos do grupo controle tratados com
solucédo salina e tratado com Paclitaxel, respectivamente, mostrando auséncia de
pigmento azul. Entretanto, apds o tratamento com NCMagh-SE, foi possivel verificar
a presenca de pigmento azul (Figura 32 - C a F), inclusive em quantidade maior nos
camundongos tratados, conjuntamente, com 100 pL de NCMagh-SE e Paclitaxel
(Figura 32 — F).
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Figura 32: Fotomicrografias de adenocarcinoma mamario, transplantado na mama de
camundongos BALB/c submetidos a diferentes tratamentos. Coloracdo pelo método
de Perls. Os tumores foram coletados apo6s 22 dias da inoculacdo das células tumorais.
Tumor de camundongos (A) do grupo controle; tratados com (B) Paclitaxel via intravenosa,
mostrando auséncia de coloragdo azul; (C) 50 pL e (D) 100 pL de NCMagh-SE via
intratumoral; Paclitaxel (10 mg/Kg) via intravenosa combinado com (E) 50 pL e (F) 100 pL de
NCMagh-SE via intratumoral. (C a F) mostram pigmento azul, confirmando a presenca de
ferro decorrente da administragdo de NCMagh-SE.
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5.3.1.8. Andlise histolégica dos 6rgéos

A analise dos 6rgdos dos animais dos grupos controle tratado com solucao
salina ou tratados somente com NCMagh-SE, nas doses de 50 pL e 100 pL, foi
realizada para avaliar a toxicidade de NCMagh-SE, a presenca de aglomerados de
particulas magnéticas e a ocorréncia de metastases.

N&do foram encontradas alteracdes nos o6rgdos (figado, pulmdes, baco,
coracao, rins e cérebro) de nenhum animal avaliado, mesmo apds o tratamento com
NCMagh-SE (Figura 33). N&do foram identificados, também, aglomerados marrons
indicativos da presenca de nanoparticulas magnéticas e nem ocorréncia de
metastases.

Os cortes de figado (Figura 33-A) de todos os animais apresentavam
parénquima peservado, com hepatdcitos de tamanho normal, nacleo e citoplasma
bem definidos e capsula de tecido conjuntivo integra. Foram observados escassos
infiltrados inflamatdérios, mas estes estavam presentes também nos animais do grupo
controle tratado com soluc¢éo salina.

As andlises histologicas dos pulmdes (Figura 33-B) mostraram bronquiolos e
capilares com caracteristicas padrdes e alvéolos delimitados por septos de aspecto
normal.

Embora alguns animais, inclusive dos animais controle tratado com salina,
tenham apresentado aumento no tamanho do baco, ndo foram verificadas alteracdes
na histologia deste 6rgao (Figura 33-C). As areas de polpa branca e polpa vermelha
eram bem delimitadas, com células de megacariocitos e células parenquimais bem
preservadas. Foram observados também a presenca de aglomerados marrons em
guantidades iguais entre os grupos controle tratado com salina e tratados com
NCMagh-SE, sugerindo que estes aglomerados eram decorrentes da presenca de
ferro endogeno.

O coragéo (Figura 33-D) também apresentava aspecto normal nas anélises
macro e microscopicas. Nao foram encontrados processos inflamatdrios ou necrose
tecidual em nenhuma lamina analisada.

Assim como o0 coracgdo, oS rins apresentavam aspecto normal, tendo sido
visualizadas, nos cortes histolégicos, a presenca de cépsula de tecido conjuntivo,

cortex e medula renal com morfologia padréo (Figura 33-E).
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O cérebro também apresentava caracteristicas normais, com neurdnios
apresentando nucleo redondo e nucléolo visivel. Foram identificadas, também,
células da glia com aspecto normal, identificadas pelo morfologia do nucleo (Figura
33-F).

Figura 33: Fotomicrografia dos 6rgdos dos animais tratados com 100 pL de NCMagh-
SE. O tratamento n&o alterou a histologia dos 6rgdos, em comparaggdo com O grupo
controle tratado com solugdo salina ou tratado com 50 pL de NCMagh-SE. N&o foi
identificada a ocorréncia de metatase, nem presenca de aglomerados amarronzados
decorrentes da preseca de ferro. (A) Figado; (B) pulméo; (C) baco; (D) coragéo; (C) rim; (D)
cérebro.
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5.3.2. Etapa 2 - Avaliagcdo da toxicidade e do efeito antitumoral do
tratamento concomitante com nanocapsulas magnéticas de Selol
(NCMagh-SE) e com o quimioterapico Paclitaxel, associado a

exposicao ao campo magnético alternado

Com base nos resultados da histopatologia dos tumores dos animais tratados
na Etapa 1, decidiu-se avaliar os efeitos antitumorais do tratamento combinado de
100 pL de NCMagh-SE e Paclitaxel, associado a exposicdo ao campo magnético
alternado.

Esta etapa representa um teste piloto, em que os animais foram submetidos a
diferentes tratamentos (n = 3), conforme especificado na Figura 9, dos Materiais e

Métodos.

5.3.2.1. Avaliacao clinica dos animais

N&o foram observadas alteracbes comportamentais e clinicas como diarréia,
queda de pélos e atividade motora diminuida ao longo de todo o experimento (22

dias), em todos os grupos estudados.

5.3.2.2. Peso dos animais

Os animais foram pesados nos dias da inocula¢ao do tumor, dos tratamento e
da eutanasia. Nao foram verificadas mudancas significativas no peso corporal dos
animais, em nenhum dos grupos de tratamento, ao longo do experimento (Figura
34).
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Figura 34: Média do peso corporal de camundongos ao longo de todo o periodo
experimental. PTX - tratamento com Paclitaxel (10mg/Kg); NCMagh-SE - nanocapsulas
magnéticas de Selol; CMA - campo magnético alternado. Os dados correspondem a média +
EPM.

5.3.2.3. Analises hematoldgicas

Os resultados obtidos com as andlises do hemograma dos camundongos
portadores de tumor, submetidos a diferentes tipos de tratamento, estdo
apresentados nas Tabelas 7 e 8.

Nado foi verificada nenhuma alteracdo estatisticamente significativa nas
contagens global e diferencial de leucdcitos entre os grupos estudados (Tabela 7).
Ainda que os resultados nao tenham sido significativos, foi observada leucopenia em
todos os grupos de tratamento, em comparacdo com os valores de referéncia. Além
disso, foi observada leve linfopenia em todos os grupos estudados, sendo mais
intensa no grupo controle. Assim como na Etapa 1, foi observado aumento no
percentual de mondcitos + neutrofilos em todos os grupos de tratamento, porém de
maneira menos intensa do que na etapa anterior. Foi identificada, também,
diminuicdo intensa no percentual de eosinofilos nos animais do grupo controle,
engquanto que os animais tratados apresentavam percentual de eosindfilos dentro

dos valores de referéncia.
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Tabela 7: Resultados do leucograma de camundongos BALB/c portadores de tumor,
tratados com NCMagh-SE, Paclitaxel e campo magnético alternado.

Tratamento Leucocitos Linfocitos Monécito + Eosinofilos
(x10%pL) (%) Neutréfilos(%) (%)
Controle 10,87 £ 0,77 46,53 + 3,07 53,23 + 8,99 0,23+ 0,08
PTX 10,43 £ 0,92 57,83+ 3,85 39,67 + 4,59 25+1,33

NCMagh-SE 100pL +

PTX 8,43+ 1,35 63,30 + 4,46 34,4 + 4,58 2,30+ 1,08

NCMagh-SE 100pL +

PTX + CMA 6,73+ 0,86 61,60 + 0,57 35,10 + 1,06 3,30+ 0,94

Referéncia 12 a 13 65,9a77,9 16,7 a 19,6 2a27

Os dados correspondem a média + EPM. PTX - tratamento com Paclitaxel (10mg/Kg);
NCMagh-SE - nanocdpsulas magnéticas de Selol; CMA — campo magnético de freqliiéncia
alternada. Os valores de referéncia correspondem a valores descritos por Vianna (2007).

Assim como na Etapa 1, na Etapa 2 foram verificadas poucas alteracfes nos
padrées hematolégicos em relacdo aos valores de referéncia, tendo sido mais
evidentes a diminuicdo do hematdcrito e o intenso aumento no niumero de plaquetas,
em todos os grupos testados. Comparando-se 0s resultados entre o0s grupos
estudados, ndo foi verificada diferenca estatistica em nenhum dos parametros

avaliados (Tabela 8).
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Tabela 8: Resultados dos exames hematoldégicos de camundongos BALB/c portadores de tumor, tratados com NCMagh-SE,
Paclitaxel e campo magnético alternado.

Eritrocitos Hemoglobina Hematdcrito MCHC 0 Plaguetas
Tratamento (x10%/uL) (g/dL) (%) MCV(fl) MCH (pg) (g/dL) RDW % (x10%uL)
Controle 928+010 1353+013 32.63+020 3517+0,16 14,60+0,09 4147+017 1530+010 867,67 + 17,39
PTX 910+008 1333+008 32.60+024 3583+005 14,63+005 40,90+012 1510+013 857,00 + 34,59
NCMagh-SE = ¢17,013 1330+012 3263+042 3560+007 1450+009 40,80+020 1580+025 987,33+ 40,36
100pL + PTX
NCMagh-SE
100uL + PTX + 7,76+0,75 11,17+1,00 27.83+271 3583+005 14,47+0,13 4033+0,42 1550+0,39 632,67 + 134,40
CMA
Referéncia 7,30a10,50 12,00a 15,00 35,00a50,00 - - - - 497

Os dados correspondem a média + EPM. PTX - tratamento com Paclitaxel (10mg/Kg); NCMagh-SE - nanocépsulas magnéticas de Selol; CMA
- campo magnético de freqiiéncia alternada. Os valores de referéncia correspondem a valores descritos por Vianna (2007).
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N&o houve diferenca estatistica entre os grupos de tratamento, em nenhum dos parametros analisados no soro dos

camundongos. Os dados estao apresentados na Tabela 9.

Tabela 9: Resultados das dosagens bioquimicas no soro de camundongos BALB/c portadores de tumor, tratados com NCMagh-SE,
Paclitaxel e campo magnético alternado.

Uréia Creatinina Bilirrubina B|I|r.rub|na B|I|rr.ub|na Fosfat_ase GGT ALT AST
Tratamento (mg/dL) (mg/dL) Total Direta Indireta Alcalina (UIL) (UIL) (UIL)
9 9 (mg/dL)  (mg/dL)  (mg/dL) (UIIL)

Controle 55,67 0,10 0,04 0,04 0,01 65,33 1,00 21,33 81,33
+2091 +0,00 + 0,01 +0,01 + 0,00 +2.85 +0,58 +2.73 + 10,41
BTX 47,67 0,03 0,04 0,03 0,01 72,00 1,33 24.00 125, 67
+2.34 +0,03 + 0,00 +0,00 + 0,00 +7.82 +0,33 +1,73 + 31,24

NCMagh-SE 49,33 0,10 0,05 0,04 0,01 80,00 1,33 27,00 75,67
100pL + PTX + 3,93 +0,00 + 0,00 +0,00 + 0,00 +501 +0,33 +3,22 +6.90
1@5“@3 EfXE+ 46,67 0.10 0.04 0,03 0,01 69,67 1,00 2367 83.67
“CMA + 1,45 + 0,06 +0,01 +0,01 +0,00 +4.81 +0,58 +0,88 +718

Os dados correspondem a média £+ EPM. PTX - Paclitaxel (10mg/Kg). NCMagh-SE - nanocépsulas magnéticas de Selol; GGT — gama-glutamil

transferase; ALT — alanina transaminase; AST — aspartato transaminase.
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5.3.2.5. Andlise genotoxica

A avaliacdo do potencial genotoxico dos diferentes tratamentos, foi realizada
por meio da andlise de fragmentacdo do DNA de células da medula éssea.

Como pode ser observado na Figura 35, o percentual de DNA fragmentado
nos animais tratados somente com Paclitaxel (21,1% = 0,7) foi maior em
comparacdo a todos os outros grupos, ainda que ndo tenha sido significativo
(p=0,055 em relacdo ao grupo controle). Porém, foi observada diminuicdo neste
percentual quando o tratamento com Paclitaxel era combinado com a administragéo
intratumoral de 100 pL de NCMagh-SE (17,4% + 0,7). Diminuiu ainda mais quando
0S animais eram também expostos ao campo magnético de frequéncia alternada
(13,1% £ 2,3).

251

204

% Fragmentacdo do DNA

Controle PTX NCMagh-SE NCMagh-SE
100 pL + PTX 100 pL + PTX + CMA

Figura 35: Efeito de diferentes tratamentos sobre a fragmentacdo do DNA, em células
da medula 6ssea de camundongos portadores de adenocarcinoma mamario. PTX -
tratamento com Paclitaxel (10mg/Kg); NCMagh-SE - nanocapsulas magnéticas de Selol;
CMA - campo magnético de frequiéncia alternada. Os dados correspondem a média + EPM.

5.3.2.6. Volume e peso dos tumores

O tratamento com NCMagh-SE diminui o volume (Figura 36) e o peso (Figura
37) do tumor, embora as alteragcées n&do tenham sido significativas estatisticamente.

A diminuicdo do volume e do peso tumoral foi ainda mais evidente nos animais



tratados com NCMagh-SE e expostos ao campo magnético de frequéncia alternada.
Os animais deste grupo apresentaram volume e peso tumoral aproximadamente

70% e 55% menor, respectivamente, do que o grupo controle tratado com solucdo

salina.
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Figura 36: Avaliacdo do volume (mm?® dos tumores coletados dos camundongos,
apos 22 dias da inoculacdo das células tumorais. PTX - tratamento com Paclitaxel
(10mg/Kg); NCMagh-SE - nanocapsulas magnéticas de Selol; CMA - campo magnético de
frequiéncia alternada. As barras correspondem a média + EPM.
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Figura 37: Avaliacdo do peso (mg) dos tumores coletados dos camundongos, ap6s 22
dias da inoculacdo das células tumorais. PTX - tratamento com Paclitaxel (10mg/Kg);
NCMagh-SE - nanocapsulas magnéticas de Selol; CMA - campo magnético de freqiiéncia
alternada. As barras correspondem a meédia £ EPM.
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5.3.2.7. Andlises macroscopicas dos tumores

Assim como na Etapa 1, todos os animais desenvolveram tumor na glandula
mamaria, apos inoculacdo das células 4T1. A Figura 38 apresenta imagens
ilustrativas dos tumores em cada um dos grupos experimentais, mostrando que 0s
animais tratados com NCMagh-SE em conjunto com Paclitaxel e expostos ao campo
magneético de freqiéncia alternada (Figura 38-D) apresentavam tumores menores
em comparacdo com os animais dos grupo controle (Figura 38-A), Paclitaxel (Figura
38-B), e tratado com NCMagh-SE associado com Paclitaxel porém sem exposicao
ao campo magnético alternado (Figura 38-C). Além disso, ao exame macroscoépico,

€ possivel verificar a presenca de areas amarronzadas nos tumores dos animais

tratados com a amostra NCMagh-SE (Figura 38 - C e D).

Figura 38: Fotografias de adenocarcinomas mamarios, coletados apés 22 dias da
inoculagcdo do tumor, em animais submetidos a diferentes tratamentos. Tumor de
camundongos (A) do grupo controle; tratados com (B) Paclitaxel (10 mg/Kg); (C) 100 uL de
NCMagh-SE e Paclitaxel via intratumoral; (D) 100 pL de NCMagh-SE e Paclitaxel via
intratumoral, associado a exposi¢cdo ao campo magneético de frequéncia alternada.
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6. DISCUSSAO

Nesta pesquisa, uma nova amostra composta por nanocapsulas magnéticas
de Selol (NCMagh-SE) foi caracterizada e a sua toxicidade, in vitro e in vivo, foi
avaliada, assim como a sua eficdcia como agente antitumoral para tratamento do
cancer de mama experimental.

Considerando que tanto o Selol quanto as nanoparticulas magnéticas podem
apresentar efeito antitumoral, pressupde-se que o0 co-encapsulamento de ambos em
um sistema carreador represente uma formulagcdo com potencial para o tratamento
do céancer, especialmente quando associada ao tratamento quimioterapico e a

magnetohipertermia.

6.1. CONSIDERACOES SOBRE A AMOSTRA NCMagh-SE E SEUS
CONTROLES (NCMagh e NCSE)

Diversos nanomateriais tém sido desenvolvidos para aplicac6es biomédicas,
tanto para diagndéstico, quanto para o tratamento de varias doencas (PRADAN et al.,
2010; ESTEVANATO et al., 2011; CONDE; DORIA; BAPTISTA, 2012). Dentre estes
nanomateriais, podem ser incluidas as nanocapsulas magnéticas, que além de
serem Uteis sistemas carreadores de farmacos (DANHIER et al., 2012), também
podem ser utilizados para aplicacdo da técnica de magnetohipertermia (PRADHAN
et al., 2010; KULSHRESTHA et al., 2012), assim como serem utilizados nos exames
de imagem (COLOMBO et al., 2012).

As caracteristicas fisico-quimicas dos nanossistemas, como a composicao
guimica do nucleo e da cobertura, o tamanho e as cargas de superficie influenciam
0s seus efeitos biolégicos e a sua biodistribuicdo (DOBROVOSKAIA; MCNEIL, 2007;
ACHARYA; SAHOO, 2011). Por exemplo, nanoestruturas com diametro maior que
300 nm e menor que 70 nm sao rapidamente depuradas da corrente sanglinea por
celulas do sistema fagocitario mononuclear, limitando a sua distribuicdo e a sua
chegada ao local de interesse (SCHAFFAZICK et al., 2003). Geralmente as

nanoparticulas poliméricas, como as nanocapsulas, apresentam diametros entre 100
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e 300 nm. Nesta pesquisa, foram utilizadas nanocapsulas magnéticas de Selol
(NCMagh-SE) apresentando diametro médio de 235,8 nm nas analises por MET e
diametro hidrodindmico de 244,1 nm nas analises por DLS. Estas caracteristicas,
permitem que este material permaneca por mais tempo na circulacéo. E importante
ressaltar, que a amostra NCMagh-SE apresentou um indice de polidispersividade
(PDI) relativamente baixo, de 0,23, considerado satisfatorio para uma populacao de
particulas monodispersas. O PDI abaixo de 0,3 € fundamental para evitar embolia e
para aumentar a taxa de aquecimento no caso da magnetohipertermia (KHANDHAR
et al., 2011, 2012).

O tamanho das NPM também pode influenciar a sua resposta ao campo
magnético. NPM com diametro variando entre 6 e 10 nm, por exemplo, apresentam
alta susceptibilidade magnética (HEATH; DAVIS, 2008). Objetivando a inducdo da
magnetohipertermia, nanoparticulas de maghemita com didametro médio de 10 nm,
de acordo com as observacdes por MET, foram utilizadas na sintese das
nanocapsulas magnéticas testadas neste trabalho. As mesmas nanoparticulas de
maghemita utilizadas na sintese das nanocapsulas magnéticas (NCMagh-SE e
NCMagh) foram também utilizadas para desenvolver polimeros de albumina
magnéticos, que apresentaram alta susceptibilidade magnética (FIGUEIREDO,
2009; LACAVA, 2010), biocompatibilidade in vivo (ESTEVANATO et al., 2011) e
foram capazes de induzir necrose tumoral em camundongos submetidos ao campo
magnético alternado (PORTILHO et al., 2011).

Nas analises por DLS, foi verificado um pequeno aumento no diametro
hidrodindmico de NCMagh-SE (244,1 + 2,3 nm), que continha nanoparticulas de
maghemita e Selol, em comparacdo a amostra de NCSE (212,5 + 3,2 nm), que
continha apenas Selol. De acordo com Schaffazick et al. (2003), o encapsulamento
de nanoparticulas ou de farmacos pode ou nao alterar o didmetro médio das
nanocapsulas. Ja o diametro hidrodindmico encontrado para a amostra NCMagh
(948,5 £ 109,2 nm), foi consideravamente superior aos encontrados para as
amostras NCMagh-SE e NCSE. Este aumento provavelmente ocorreu devido a
agregacdo de NCMagh, como evidenciado pelas analises ao MET, possivelmente
mediada pelas NPM na superficie externa das nanocapsulas, indicando a

instabilidade desta amostra.
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A estabilidade de nanomateriais também pode ser avaliada por meio da
medicdo do potencial zeta. Quanto mais alto o valor do potencial zeta, em maddulo,
maior € a estabilidade fisico-quimica da amostra (SCHAFFAZICK et al., 2003). O
baixo valor de potencial zeta da amostra NCMagh (-11,7 mV), em compara¢ao com
NCMagh-SE (20,1 mV) e NCSE (-28,6 mV), corroboram com os resultados
encontrados nas analises por MET e DLS, sugerindo que a baixa estabilidade de
NCMagh induziu a agregacao das nanocapsulas.

Vale ressaltar que a tendéncia a agregacdo e sedimentacdo das
nanoparticulas pode ser determinada pelas mudancas na distribuicdo de tamanho
das particulas (SCHAFFAZICK et al., 2003). Falqueiro et al. (2011), verificou que o
armazenamento de NCMagh-SE, por 3 meses, a 4°C, ndo alterou o tamanho das
nanocapsulas e nem o potencial zeta das amostras, nas analises realizadas por DLS
e zeta sizer, respectivamente.

As andlises do potencial zeta também séo utilizadas para determinacdo da
carga das amostras e revelaram que NCMagh-SE apresenta carga positiva,
enquanto que NCMagh e NCSE apresentam carga negativa, usualmente observada
nas formulacdes de PLGA (DANHIER et al., 2012). Uma vez que o Selol apresenta
carga positiva (SUCHOCKI et al., 2007) e nanoparticulas preparadas em pH acido
também apresentam carga positiva (MORAIS et al., 2001), a co-encapsulacédo de
Selol e maghemita sobrepss a carga negativa do PLGA. Mura et al. (2011) sintetizou
nanoparticulas catibnicas de PLGA, utilizando um composto com varios
grupamentos amina livres e, ap0ls ligacdo com PLGA, alguns grupamentos
permaneceram livres, conferindo carga positiva as nanoparticulas poliméricas. As
analises ao MET, sugerem gue a presenca de Selol aumenta o encapsulamento das
nanoparticulas de maghemita, em comparacdo com a amostra NCMagh-SE,
provavelmente devido a ligacbes quimicas entre o Selol, o PLGA e as
nanoparticulas de maghemita.

As cargas de superficie também tém importante influéncia na interacdo das
nanoparticulas com as células. As nanoparticulas catidnicas sdo mais interiorizadas
pelas células, do que particulas aniénicas, uma vez que promovem maior interacao
com as células, que apresentam membrana carregada negativamente (MATSUOKA
et al., 2004; DANHIER et al., 2012).
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6.2. CONSIDERACOES SOBRE OS TESTES IN VITRO

Os estudos in vitro foram realizados utilizando-se células de adenocarcinoma
mamario murino (4T1) e humano (MCF-7) e células normais de mama (MCF-10A),
para avaliagdo da citotoxicidade de NCMagh-SE e seus controles. Este foi o primeiro
estudo in vitro, utilizando materiais a base de Selol, em que foi comparado o efeito
em células tumorais e normais.

A linhagem 4T1, um modelo de adenocarcinoma mamario derivado de tumor
espontaneo em camundongos BALB/c, é um excelente modelo para estudos
comparativos in vitro e in vivo, uma vez que pode ser cultivada in vitro e é facilmente
transplantavel in vivo (PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG, 2001; CARNEIRO et al.,
2011). Desta forma, a linhagem 4T1 foi escolhida para comparagcdo do tratamento
com NCMagh-SE em cultura de células e em camundongos portadores de tumor.

Foram avaliados, também, os efeitos de NCMagh-SE em células MCF-7, para
comparacao entre linhagem murina e humana. Células da linhagem MCF-7 séo
originérias de efusao pleural de carcinoma ductal invasivo (SOULE et al., 1973).

Para comparacéo dos efeitos citotoxicos entre células normais e tumorais de
mama, foram utilizadas células da linhagem MCF-10A, um modelo de células
normais do epitélio mamario humano. Estas células foram isoladas a partir de
doenca fibrocistica da mama e imortalizadas espontaneamente (SOULE et al.,
1990).

As doses de NCMagh-SE utilizadas na avaliagdo da citotoxicidade pelo
método do MTT, foi determinada baseando-se nos estudos de Suchocki et al.
(2007), que mostrou que o ICso de células leucémicas humanas (HL-60), apds 72
horas de exposicdo ao Selol livre, era de aproximadamente 400 pg/mL de Selol.
Considerando que a incorporacdo de nanoparticulas magnéticas pode aumentar a
citotoxicidade de NCMagh-se e que a viabilidade celular pode ser reduzida ainda
mais sob acdo do campo magnético alterado, foram selecionadas outras quatro
concentragdes abaixo do valor de ICso encontrado por Suchocki et al., (2007).

Os estudos in vitro mostraram que NCMagh-SE induz toxicidade dose e
tempo dependente. Os resultados encontrados estdo de acordo com estudos
prévios, que mostraram que nanoparticulas de selénio foram citotdxicas para células

de carcinoma mamario humano, das linhagens MDA-MB-31 (LUO et al., 2012) e
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MCF-7 (YANG et al., 2012); células de carcinoma cervical humano (HelLa) (LUO et
al., 2012); células de melanoma (A375) (LUO et al., 2012); e células de carcinoma
hepético humano (Bel7402) (TAN et al., 2009). A citotoxicidade de NCMagh-SE, de
maneira dose dependente, também foi verificada por Falqueiro et al. (2011), em
células de melanoma humano, da linhagem B16-F10.

A citotoxicidade induzida por NCMagh-SE foi dependente, também, da
linhagem celular. A exposicdo por 48 horas as concentracdes mais baixas de
NCMagh-SE [25 pg/mL de Selol + 1,25x10° particulas/mL (1X) e 50 pg/mL de Selol +
2,5x10° particulas/mL (2X)], diminuiu significativamente a viabilidade das células
tumorais de mama (4T1 e MCF-7), em aproximadamente 38%, porém nao alterou
estatisticamente a viabilidade das células normais (MCF-10A). A maior sensibilidade
das células neoplasicas ao tratamento com NCMagh-SE, em relacdo as células
normais, também foi demonstrada pelo valor do ICso. Porém a sensibilidade das
células normais a exposicdo a NCMagh-SE aumenta consideravelmente com o
decorrer do tempo. Em pesquisas anteriores foi verificado que nanoparticulas de
selénio apresentaram maior toxicidade a células tumorais do que a células normais.
Chen et al. (2008), por exemplo, mostraram que células de melanoma (A375), de
carcinomas hepatocelular (HepG2), mamario (MCF-7) e nasofaringeo (CNE2) foram
no minimo quatro vezes mais sensiveis a exposicao por 72 horas a nanoparticulas
de selénio, do que células normais de fibroblasto (Hs68). Yang et al. (2012), também
verificaram que células das linhagens A375, MCF-7, MCG-63 (osteosarcoma) e
HelLa-229 (carcinoma cervical humano) apresentavam ICso em média cinco vezes
menor do que de células renais normais de humanos (linhagem HK-2).

Nesta pesquisa, as amostras controle, NCMagh e NCSE, reduziram a
viabilidade das células tumorais (4T1 e MCF-7) em todas as concentracdes
avaliadas, mostrando o efeito citotoxico e intrinsico do Selol e das NPM como
agentes antitumorais. Vale ressaltar que o efeito antiproliferativo de NCMagh-SE,
principalmente na linhagem MCF-7, foi mais intenso do que o induzido pelo
guimioterapico Paclitaxel, utilizado no tratamento do cancer de mama. Entretanto,
em relacdo as células normais (MCF-10A), o tratamento com NCSE foi citotdxico
apenas apos 48 horas de exposi¢cdo as concentragcdes mais altas [200 pg/mL (8X) e
400 pg/mL (16X) de Selol], indicando que apenas em excesso e periodos

prolongados, o selénio é téxico para as células normais. Além disso, NCMagh foi
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mais citotdxico as células normais do que NCMagh-SE, sugerindo que o Selol pode
induzir um efeito protetor as células normais.

A citotoxicidade de nanocapsulas de PLGA vazias nao foi avaliada no nosso
estudo, porém foi verificado por Falqueiro et al. (2011), responsaveis pela sintese
das amostras NCMagh-SE, NCMagh e NCSE utilizadas nesta pesquisa, que
nanocapsulas vazias ndo induzem citotoxicidade as células de melanoma. Segundo
Danhier et al. (2012), o PLGA é um dos melhores polimeros biodegradaveis, uma
vez que sua hidrélise produz acido lactico e acido glicdlico, que sdo facilmente
metabolizados pelo organismo, induzindo minima toxicidade sistémica.

Em geral, as células neoplasicas apresentam metabolismo mais rapido do
gue as células normais, demandando maior quantidade de nutrientes, como ferro,
que pode ser evidenciado pela presenca de maior quantidade de receptores de
transferrina nestas células (KWOK; RICHARDSON, 2002). Isso pode explicar as
evidéncias obtidas nas andlises de microscopia de luz, apds a coloracao de Perls,
em que NCMagh-SE é mais captado pelas células tumorais do que pela células
normais, resultando na maior toxicidade as células tumorais verificada pelos testes
colorimétricos do MTT. Além disso, a membrana das células tumorais € mais
permeavel, o que permite maior internalizacdo de NCMagh-SE pelas células das
linhagens 4T1 e MCF-7. Nenhuma alteracdo morfoldégica foi observada,
possivelmente porque as andlises foram realizas somente nas células aderidas as
placas, uma vez que sao realizadas diversas lavagens para retirada da amostra da
placa, o que promove a retirada das células mortas, bem como das células que
apresentam aderéncia diminuida. Vale ressaltar que foram observadas menor
guantidade de células, principalmente das tumorais, que estavam aderidas as
placas, com o aumento da concentracao de amostra utilizada.

A inducdo de apoptose em células neoplasicas € um importante foco das
pesquisas com novas drogas quimioterapicas (LU et al., 2011) e ja foi descrita como
um importante mecanismo de agcédo antitumoral de compostos de selénio (LU et al.,
1994; LI et al., 2007; SHANG et al., 2011). A marcagao celular por Anexina-V € um
indicativo da exposicdo de fosfatidilserina na membrana plasméatica, um evento
relacionado a apotose (CARNEIRO et al., 2011). O tratamento com NCMagh-SE (2X
e 8X) aumentou, de maneira dose dependente, o percentual de células marcadas

positivamente para Anexina-V. Estes resultados estdo de acordo com Suchocki et al.
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(2007) que observaram que o Selol induz apoptose de células leucémicas humanas.
Embora Valdiglesias et al. (2010) relate que a inducdo de apoptose por compostos
de selénio pode estar relacionada a alteracbes no ciclo celular, Suchocki et al.
(2007) verificou que o tratamento com Selol livre ndo interfere no ciclo celular de
células leucémicas humanas.

A fragmentacdo do DNA é também um importante marcador da apoptose. O
aumento na fragmentacdo do DNA foi observado apds o tratamento de células
tumorais com NCMagh-SE, corroborando com os resultados encontrados na analise
da exposicdo de fosfatidilserina. A inducdo de fragmentacdo do DNA também foi
descrita por Suchocki et al. (2007), avaliando os efeitos de Selol em células
leucémicas humanas.

Considerando que as as amostras magnéticas também podem ser utilizadas
para aplicacdo da magnetohipertermia, as células tratadas com NCMagh-SE
também foram expostas ao campo magnético alternado e o efeito citotdxico deste
tratamento foi avaliado. A metodologia empregada foi baseada em experimentos in
vitro anteriores, utilizando o mesmo equipamento gerador de campo magnético
usado neste estudo (SIMIONI et al., 2007; FALQUEIRO et al., 2012). Nossos
resultados desmonstraram que a exposicdo ao campo magnético reduziu a
viabilidade das células neoplasicas de maneira dependente da quantidade de
NCMagh-SE administrada. O campo magnético alternado foi fundamental para
reducdo na viabilidade das células 4T1, previamente incubadas por 4 horas com
NCMagh-SE. Enquanto que as células da linhagem MCF-7 tiveram sua viabilidade
reduzida apés o tratamento com NCMagh-SE, independente da exposi¢do ao campo
magneético. Porém, sob acdo do campo magnético, a viabilidade celular foi ainda
menor, atingindo 48,22% de células viaveis. O aumento da temperatura induzido
pela exposicdo ao campo magnético alternado pode aumentar a permeabilidade da
membrana, aumentando assim a internalizacdo dos nanossistemas e,
consequentemente, o efeito antitumoral. Além disso, como o PLGA é termosensivel,
0 aumento da temperatura pode aumentar a liberacdo do Selol e das nanoparticulas
de maghemita das nanocapsulas de PLGA, diminuindo ainda mais a viabilidade
celular.

Diferentemente dos nosso resultados, Falqueiro et al. (2012), mostrou que a

exposicdo por 3 horas, a concentragdo de 100 pg/mL + 5x10* particulas/mL de



106

NCMagh-SE, nédo alterou a viabilidade de células de melanoma murino (B16-F10) e
de carcinoma de células escamosas oral (OSCC), expostas ou ndo ao campo
magnético, embora o numero de nanoparticulas de maghemita tenha sido maior
(5x10*? particulas/mL) do que o empregado no nosso estudo (5x10° particulas/mL),
evidenciando as diferengas na sensibilidade entre os tipos celulares. No estudo de
Falqueiro et al. (2012), a amostra NCMagh-SE, associada ou ndo ao campo
magnético, foi citotoxica as células de melanoma e as células de carcinoma bucal,
apenas em concentracdes mais altas do que as avaliadas nesta pesquisa,
mostrando a maior sensibilidade das células tumorais de mama ao tratamento com
NCMagh-SE. Como esperado, a aplicacdo do campo magnético sozinho nao foi
citotoxico, mostrando que a presenca de nanoparticulas magnéticas é essencial
para aumento da temperatura induzido pelo campo magnético de frequéncia

alternada.

6.3. CONSIDERACOES SOBRE OS TESTES IN VIVO

Os testes in vitro foram realizados em camundongos da linhagem BALB/c
portadores de tumor. Para induc¢do do tumor, células de adenocarcinoma mamario
murino, linhagem 4T1, foram transplantadas seguindo o protocolo estabelecido por
Carneiro (2011). Esta linhagem celular apresenta varias caracteristicas que a tornam
interessante para estudos in vivo. Primeiramente, as células sao facilmente
transplantaveis para a glandula mamaéaria, crescendo ortotopicamente. Segundo, é
um dos poucos modelos experimentais capazes de desenvolver metatases nos
mesmos locais afetados pelo cancer de mama em humanos, incluindo linfonodos,
figado, pulmdes, cérebro e o0ssos. Aléem disso, permite a comparacdo entre 0s
estudos in vitro e in vivo (PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG, 2001).

O transplante ortotopico das células da linhagem 4T1 foi realizado de maneira
adequada, como confirmado por analises histolégicas, que demonstraram a invasao
do tecido mamario normal (ductos e tecido adiposo, principalmente), por células
neoplasicas. Diferentemente das indu¢des subcutaneas, o transplante e o estudo de
tumores ortotopicos reproduzem o local de desenvovimento inicial dos tumores

humanos e podem induzir metastases nos mesmos locais em que se desenvolvem
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nos canceres humanos (BIBBY, 2004). Kuo et al. (1993) mostraram a efetividade da
cisplatina no tratamento do modelo in vivo de cancer de pulméo de pequenas células
(SCLC) que, porém, ndo era eficiente quando a inducdo tumoral era realizada via
subcutanea.

Considerando que diversos estudos ja demonstraram o potencial do uso de
compostos de selénio como agente antitumoral (BROZMANOVA et al., 2010; LUO et
al., 2012; YAZDI et al., 2012), inclusive do Selol, em estudos in vitro (SUCHOCKI et
al.,, 2007; DUDKIEWICZ-WILCZYNSHA et al.,, 2011), um dos objetivos desta
pesquisa foi avaliar o efeito antitumoral e a toxicidade de Selol encapsulado na
amostra NCMagh-SE, uma vez que, em excesso, compostos de selénio podem ter
efeito contrario, induzindo o processo de carcinogénese e provendo danos ao DNA
(LUO et al., 2012).

Além disso, j4 tendo sido observado que compostos de selénio podem
aumentar a eficacia terapéutica de alguns quimioterapicos, uma vez que protege o
tecido normal contra a toxicidade destes medicamentos (LI et al., 2007; CHEN;
WONG; ZHENG, 2009; SONG et al.,, 2009), além de potencializar o efeito
antitumoral (VADGAMA et al., 2000; LI et al., 2007, 2009; TAN et al., 2009), outro
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito antitumoral de NCMagh-SE, em
combinacdo com o quimioterapico Paclitaxel.

O Paclitaxel € um quimioterapico utilizado no tratamento do cancer de mama
metastatico e de ovario. E um representante dos taxanos, extraido da planta Taxus
brevifolia. O mecanismo de acado do Paclitaxel envolve o bloqueio da formacéo do
fuso mitdtico, bloqueando assim o ciclo celular e, consequentemente, impedido a
divisdo celular e a proliferacdo das células tumorais (SINGLA; GARG; AGGARWAL,
2002; DANHIER et al., 2009; JAVEED et al., 2009). Dentre as reac0Oes adversas
induzidas por este quimioterapico, podemos citar a diminuicdo no numero total de
leucdcitos, neutrdfilos e plaquetas. A dose de Paclitaxel utilizada nos nossos estudos
in vivo (10 mg/Kg), foi baseada em testes prévios em camundongos (SOMA et al.,
2009; HUANG et al., 2010).

Nesta pesquisa, a aplicacdo de NCMagh-SE foi realizada via intratumoral,
descrita em varios estudos (HILGER et al., 2001; RICHTER et al., 2010; DUTZ et al.,
2011; CHEN et al., 2012). A administracao intratumoral aumenta a concentracdo da

droga no local de interesse, além de minimizar os danos aos tecidos normais.
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Os experimentos in vivo foram divididos em duas etapas. Na Etapa 1, foram
avaliados os efeitos induzidos pelo tratamento com NCMagh-SE, associado ou néo
ao tratamento com o quimioterapico Paclitaxel. Enquanto que na Etapa 2, foram
avaliados os efeitos induzidos pelo tratamento com NCMagh-SE combinado ao

tratamento com Paclitaxel e a exposi¢cdo ao campo magnético alternado.

6.3.1. Consideracdes sobre os resultados encontrados na Etapa 1

A avaliacdo da toxicidade e do efeito antitumoral de NCMagh-SE, associado
ou hao ao tratamento com Paclitaxel, foi realizada nesta etapa. Para verificacdo dos
efeitos da dose de NCMagh-SE, os animais foram tratados com 50 pL (0,5 mg de
Selol + 2,5 x 10'° particulas) ou 100 pL (1 mg de Selol + 5x10'° particulas) de
NCMagh-SE, baseando-se nos resultados obtidos por Jaztrzebski et al. (1995).
Estes autores testaram diversas concentracdes de Selol, administrado via oral,
subcutanea ou intraperitoneal em ratos, e verificaram que a DLso era de 100 mg/Kg
quando o Selol era administrado oralmente. Porém, testes realizados com até 100
mg/Kg via intraperitoneal e com até 500 mg/Kg via subcutanea ndo permitiram
determinar a DLsp do Selol, devido a sua baixa toxicidade. Baseando-se nestes
resultados, optou-se por utilizar a quantidade maxima de amostra que era possivel
administrar via intratumoral, sem que a mesma extravasasse. Desta forma, os
animais foram tratados com 100 pL de NCMagh-SE e, para avaliar o efeito da dose
no tratamento, avaliamos também o efeito antitumoral e a toxicidade quando o
tratamento era realizado com 50 puL de amostra.

Os animais de todos o0s grupos experimentais, inclusive os tratados com
Paclitaxel, ndo apresentaram qualquer alteracdo clinica ou comportamental, como
alteracdo no peso corporal, queda de pélo, diarréia e letargia, ao longo de todo o
experimento. Esses resultados estdo de acordo com Li et al. (2009), que verificaram
gue compostos organicos de selénio ndo sao téxicos a camundongos na dose diaria
de até 200 pg. Como a amostra de NCMagh-SE é preparada com Selol contendo
5% de selénio na sua composi¢cédo, os animais foram tratados com 25 pg ou 50 ug
de selénio a cada trés dias, quando receberam NCMagh-SE via intratumoral nas

doses de 50 pL ou 100 pL, respectivamente.
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A toxicidade de diversas substancias pode ser avaliada por meio de analises
hematoldgicas, bioquimicas, histolégicas, dentre outras. O hemograma € um dos
exames mais utilizados para avaliacdo dos leucdcitos, eritrocitos e plaquetas, como
forma de identificar processos inflamatérios e alérgicos, por exemplo (PORTILHO,
2011).

O leucograma é a parte do hemograma que avalia os leucécitos, sendo os
linfécitos, a populacéo celular mais freqiiente no sangue periférico de camundongos
(PORTILHO, 2011). O tratamento com NCMagh-SE, associado ou nado ao
tratamento combinado com Paclitaxel (10 mg/Kg) injetado via intravenosa, nao
alterou significativamente o leucograma dos animais em relacdo ao grupo controle
tratado com salina, e nem entre 0s grupos de tratamento. Entretanto, em
comparacao com os valores de referéncia citados por Vianna (2007), houve intensa
leucocitose em todos os animais analisados, assim como inversao na proporgao de
linfocitos e mondcitos/neutrofilos. O aumento de leucdcitos em todos os animais
provavelmente foi em decorréncia da propria existéncia do tumor ou devido aos
processos inflamatérios envolvidos nesta doenca. Carneiro (2011) também verificou
intensa leucocitose em camundongos BALB/c portadores de adenocarcinoma
mamario induzido com células 4T1, tanto em animais controle que ndo receberam
nenhum tratamento, quanto em animais tratados com amostras baseadas em citrato
de rédio. Este aumento no numero de leucécitos, observado por Carneiro et al.
(2011), assim como no nosso estudo, foi acompanhado pela diminuicdo no niamero
de linfocitos e aumento no nimero de mondcitos/neutréfilos. Resultados similares
também foram encontrados por Portilho (2011) em camundongos portadores de
carcinoma mamario de Ehrlich. A diminuicdo de linfocitos parece estar relacionada
ao aumento do estresse oxidativo que ocorre em uma grande variedade de tumores,
em decorréncia da diminuicdo de enzimas antioxidantes (AMES; SHIGENAGA,
HAGEN, 1993; DURSUN et al., 2006).

Embora ndo tenham ocorrido alteracbes estatisticamente significantes no
percentual de eosindfilos, entre os grupos de tratamentos, foi observado aumento
desta populacao celular nos animais tratados com NCMagh-SE e/ou Paclitaxel, em
relacdo aos valores de referéncia; enquanto os animais do grupo controle
permaneceram com niveis de eosindfilos de acordo com os valores de referéncia.

Com base nestes resultados, a administragdo de NCMagh-SE pode estar
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relacionada ao aparecimento de reacdes alérgicas. A ocorréncia de reacbes de
hipersensibilidade decorrentes da administracao de Paclitaxel, ja € bem estabelecida
e ocorre devido, principalmente, ao solvente Cremophor®, existente na composi¢ao
deste quimioterapico. O aumento no percentual de eosindfilos no sangue e no tecido
tumoral tem sido associado tanto a um bom prognéstico (ALI; KAUR; PATEL, 2000;
CORMIER et al., 2006), quanto a um progndstico ruim por estar relacionada ao
desenvolvimento de metastases (MAN et al., 2011).

A anadlise do eritrograma é também um importante meio de avaliar a
toxicidade do tratamento. A avaliacdo, em conjunto, do numero de eritrécitos, da
quantidade de hemoglobina e do hematdcrito, sdo utilizados para verificar a
ocorréncia de anemia. O hematdcrito corresponde ao percentual de sangue que é
ocupado pelas heméacias, enquanto que a hemoglobina, é utilizada para verificar o
transporte de oxigénio. Estes trés parametros sao utilizados para calcular os valores
de VCM, HCM, MCHC e RDW. O VCM (volume corpuscular médio) resulta da
divisdo do hematdcrito pelo niamero total de eritrécitos e indica o volume das
hemacias. Este dado ajuda a diferenciar os véarios tipos de anemia. O HCM
(hemoglobina corpuscular média) é calculado dividindo-se a concentracdo de
hemoglobina pelo niumero total de eritrocitos e indica o peso da hemoglobina em
cada heméacia. O CHCM (concentracdo de hemoglobina corpuscular média) é
calculado dividindo-se a concentracdo de hemoglobina pelo hematdcrito e avalia a
concentracdo de hemoglobina dentro da hemécia. Assim como VCM, o HCM e o
CHCM séao utilizados para diferenciar os tipos de anemia. O RDW (variacdo da
distribuicdo do tamanho dos eritrocitos), avalia a diferenca de tamanho entre as
hemacias e, quando elevado, sugere alteracbes na morfologia das hemacias
(ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).

Em relacdo a analise do eritrograma, ndo foram observadas alteracdes
significativas nos parametros analisados, tanto em relagcdo ao grupo controle, quanto
nas comparacoes realizadas entre 0s grupos estudados, exceto no percentual de
hematdécrito do grupo tratado com 50 puL em relacéo ao grupo tratado com 100 puL de
NCMagh-SE, associado ao tratamento com Paclitaxel. Estes resultados estdo de
acordo com Carneiro (2011) que nao verificou diminuicdo no numero de eritrécitos
de camundongos portadores de tumor da linhagem 4T1. Comparando-se 0s

resultados encontrados com os valores de reféncias (Vianna, 2007), foi observada
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dminui¢cdo do numero de eritrocitos, do hematdcrito e da quantidade de hemoglobina
nos animais tratados com 100 pL de NCMagh-SE, combinado ao tratamento com
Paclitaxel, ainda que nao significativa em relacdo ao grupo controle. A diminuicao
destes trés parametros indica a ocorréncia de anemia neste grupo. A diminuicdo néo
significativa do hematdcrito foi observada em todos os grupos estudados, mas
mesmo que a diferenca fosse significativa, alteracdo apenas deste pardmetro nédo é
indicativo de anemia.

As plaquetas sao células responsaveis pelo inicio do processo de coagulacao.
No nosso estudo, com excecdo do grupo controle tratado com salina, todos os
outros apresentaram aumento no niamero de plaquetas, embora este nao tenha sido
significativo nas comparacfes entre os grupos, incluindo o controle tratado com
salina. Estes resultados foram diferentes do esperado, uma vez que o tratamento
com o quimioterapico Paclitaxel induz diminuicdo no nimero de plaquetas e que
compostos de selénio estdo relacionados a modulacdo do processo de coagulacdo
(MARKOVIC et al., 2011). A plaquetocitose observada também nao esta relacionada
ao desenvolvimento do tumor, uma vez que os camundongos do grupo controle
apresentavam numero de plaquetas dentro dos valores de referéncia, e Carneiro
(2011) também ndo verificou aumento no numero de plaquetas em animais
portadores de adenocarcinoma mamario da linhagem 4T1. Porém, em outros
estudos envolvendo o uso de nanoparticulas magnéticas, foi observado aumento no
namero de megacariocitos, células precursoras de plaquetas. Dessa forma, o
aumento no nimero de megacariécitos pode induzir plaguetocitose. Entretanto, na
literatura, ha divergéncias em relagdo aos valores de referéncia de indices
hematoldgicos e bioguimicos para camundongos, uma vez que os dados costumam
ser generalizados para as diferentes linhagens de animais. Considerando os valores
de referéncia de Fox et al. (2006), que define como normal o numero de plaquetas
entre 900x10° a 1600x10° plaquetas/pL, os valores encontrados nos animais
tratados com NCMagh-SE e/ou Paclitaxel, estariam dentro da normalidade.

Os parametros bioguimicos também foram estudados na Etapa 1. A funcgéo
renal foi avaliada por meio das dosagens de bilirrubina (total e fracdes) e uréia, e
para avaliagdo da funcdo hepatica, foram realizadas as dosagens de aspartato

transaminases (AST) e de alanina transaminases (ALT).
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A bilirrubina, direta ou indireta, € um pigmento produzido pela degradacao da
hemoglobina. A bilirrubina indireta ndo é solivel em 4gua e é transportada no
sangue ligada a albumina. As células do figado interiorizam esta bilirrubina que €,
entdo, conjugada com acido glucurénico, produzindo bilirrubina conjugada, soluvel
em agua. A bilirrubina direta corresponde a bilirrubina conjugada e a bilirrubina total.
A dosagem indireta mede a bilirrubina ndo conjugada, por meio do calculo da
diferenca entre bilirrubina total e bilirrubina direta (FOX, 2006; PORTILHO, 2011).
Neste trabalho foi verificado aumento significativo somente da dosagem de
bilirrubina direta, nos grupos tratados com 100 pL de NCMagh-SE e em todos os
grupos tratados com Paclitaxel. O aumento de bilirrubina direta pode estar associado
ao aumento na quantidade de acido glicélico, um dos produtos do metabolismo do
PLGA. Os tratamentos nao induziram alteracdo nos niveis de uréia no soro, outro
parametro para avaliar a funcao renal.

Estudos com animais mostram que o figado € o maior alvo da toxicidade
causada pelo excesso de selénio; entretanto, em nosso estudo, ndo foram
observadas alteracfes nos niveis de AST e ALT, sugerindo que a funcédo hepatica
estava preservada. Diferentemente dos nossos resultados, Zhang et al (2008)
verificaram que o tratamento de camundongos, via oral, com Se-metil-seleno-L-
cisteina ou com nanoparticulas de selénio, na concentracdo de 5 mg/Kg
diariamente, por sete dias, aumentou os niveis de AST e ALT no soro, sendo que a
hepatotoxicidade foi menor nos animais tratados com nanoparticulas de selénio. Em
nosso estudo, os animais foram tratados com uma quantidade menor de selénio, de
aproximadamente 2 mg/kg e 4 mg/Kg, a cada trés dias, nos animais tratados com 50
puL e 100 uL de NCMagh-SE, respectivamente, o que poderia explicar a diferenca
observada.

O efeito antitumoral do tratamento com NCMagh-SE, associado ou ndo ao
tratamento com Paclitaxel, ndo induziu diferencgas significativas no peso e no volume
dos tumores. Interessantemente, ainda que nao significativo, foi observado aumento
no volume e no peso dos animais tratados somente com NCMagh-SE. Portilho
(2011) também verificou aumento no volume tumoral de camundongos portadores
de tumor de Ehrlich, tratados com nanoesferas magnéticas de albumina e
submetidos a terapia fotodindmica, porém o aumento foi devido ao edema

decorrente do processo inflamatério.
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Ao exame macroscopico do tumor, foi observado maior acumulo de amostra
nos animais que receberam 100 pL de NCMagh-SE. Embora o célculo do volume
tumoral, baseado na formula de Yazdi et al. (2012), ndo tenha mostrado reducédo
significativa no volume do tumor, aparentemente, os animais tratados com 100 pL
NCMagh-SE, associado ao Paclitaxel, apresentavam volume menor, porém
disforme, enquanto que os animais do grupo controle apresentaram tumor em
formato oval. Desta forma, a utilizacdo de outros métodos podem ser mais Uteis na
avaliacdo do volume tumoral, do que o célculo baseado em férmulas matematicas.

Como esperado, as andlises histologicas dos tumores mostraram maior
acumulo de aglomerados de coloracdo marrom, decorrentes do tratamento com
NCMagh-SE, nos grupos tratados com 100 pL de NCMagh-SE. Interessantemente,
guando o tratamento era associado a administracao intravenosa de Paclitaxel, havia
maior acumulo de aglomerados marrons no tumor. O acumulo de aglomerados de
nanoparticulas de ferro foi confirmado pela coloracdo de Perls, em que foi possivel
visualizar varios aglomerados de coloragéo azul.

Nos animais controle praticamente ndo foram encontradas células em
necrose e nos animais tratados somente com Paclitaxel, raras regides de necrose
estavam presentes. Por outro lado, extensas regides de necrose tumoral foram
observadas nos animais tratados com NCMagh-SE, principalmente quando este
tratamento era associado a administracao de Paclitaxel. O grupo tratado com 100 pL
de NCMagh-SE e Paclitaxel apresentou extensas aréas de necrose tumoral,
inclusive tendo sido observados aglomerados de coloracdo marrom nestas areas.
Neste grupo também foi observada fibrose, que pode estar relacionada aos
processos inflamatérios resultantes da cicatrizacdo, ap0s destruicdo tecidual, com
substituicéo por tecido conjuntivo (CARNEIRO, 2011).

Vale ressaltar que o tratamento somente com Paclitaxel, um quimioterapico
utilizado no tratamento do cancer de mama, induziu pouca necrose em comparacao
com o tratamento associado a NCMagh-SE. O tratamento combinado aumentou o
efeito antitumoral em comparagdo aos tratamentos realizados somente com
Paclitaxel ou com NCMagh-SE. Ja foi descrito na literatura que compostos de
selénio podem aumentar o efeito antitumoral de quimioterapicos (VADGAMA et al.,
2000; LI et al., 2007, 2009). Li et al. (2009) mostraram que o tratamento combinado

com metilselenocisteina e tamoxifeno inibiu o crescimento tumoral em camundongos
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nude, portadores de carcinoma mamario induzido com células MCF-7, de maneira
mais intensa do que quando o tratamento era realizado somente com um dos dois
compostos.

Levando-se em consideracdo que em varias amostras magnéticas
investigadas, as nanoparticulas magnéticas tendem a se acumular
preferencialmente no figado, pulmdes e baco (GARCIA, 2002; SADEGHIANI, 2004;
BRUGIN, 2007; PORTILHO, 2007); que o adecarcinoma mamario induzido por
células da linhagem 4T1 tende a desenvolver metastases no figado, pulmdes e
cérebro, dentre outros 6rgdos (PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG, 2001); que o
tratamento com o quimioterapico Paclitaxel pode levar a alteracdes cardiacas; e que
0 selénio induz citotoxicidade principalmente no figado, rins e pulmfes (DISKIN et
al., 1979; ZHANG; WANG; XU, 2008); os 6rgaos figado, pulmdes, baco, coracéo,
rins e cérebro foram avaliados para verificacdo de alteracfes histolégicas induzidas
pelos tratamentos, assim como para verificar a presenca de aglomerados de NPM e
de ocorréncia de metastases. Nao foi verificada qualquer alteracdo nos grupos
controle ou tratados com NCMagh-SE. Os cortes dos 6rgdos dos animais

submetidos ao tratamento combinado com Paclitaxel ainda estdo em analise.

6.3.2. Consideracdes sobre os resultados encontrados na Etapa 2

Considerando que as amostras magnéticas podem ser utilizadas para
promocao da magnetohipertermia como método de tratamento do cancer (ITO et al.,
2003; PORTILHO et al., 2011; COLOMBO et al., 2012), foi avaliado também o efeito
antitumoral do tratamento com NCMagh-SE associado a exposicdo ao campo
magnético de frequéncia alternada.

Baseando-se nos resultados da Etapa 1, na Etapa 2 os camundongos foram
tratados com 100 pL de NCMagh-SE, associado ao Paclitaxel, uma vez que este
tratamento foi o que induziu maior necrose tumoral, ainda que ndo tenha sido
observada reducéo significativa no volume e no tamanho do tumor. Nesta etapa, a
administragcdo de Paclitaxel foi realizada via intratumoral, devido as dificuldades

encontradas para aplicagéo intravenosa na Etapa 1. A administrag&o intratumoral de
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guimioterapicos e de seu efeito promissor ja foram previamente relatados (CHEN et
al., 2012).

As analises hematoldgicas mostraram que, diferentemente da Etapa 1, ndo foi
observada leucocitose. Os camundongos do grupo controle e tratados somente com
Paclitaxel, apresentavam numero de leucécitos dentro dos valores de referéncia
(Vianna, 2007); enquanto que os tratados com NCMagh-SE, associado ou ndo ao
Paclitaxel, apresentaram leucopenia. O percentual de linfocito também foi maior do
gue na Etapa 1, ainda que estivessem abaixo dos valores de referéncia. Assim como
na Etapa 1, os valores de neutrofilos também estavam aumentados em todos os
grupos de tratamento, porém o percentual era menor na Etapa 2. A contagem de
eosinofilos permaneceu dentro dos valores de referéncia em todos 0s grupos, exceto
no grupo controle, que apresentou eosinopenia. Estas diferencas nos padrées
celulares sangiliineos entre as etapas experimentais, principalmente nos animais
tratados com solucédo salina, possivelmente ocorreu devido ao crescimento tumoral
ter sido menor na Etapa 2.

Apesar de Yazdi et al. (2012) terem verificado que o tratamento com
nanoparticulas de selénio, de camundongos portadores de carcinoma mamario
induzido com células da linhagem 4T1, aumenta a concentracdo de citocinas pro-
inflamatérias como Interferon-y (IFN-y) e fator de necrose tumoral (TNF-a) e de
interleucina-12 (IL-12), ndo foram verificadas alteracbes nas populacbes
leucocitarias apos o tratamento com NCMagh-SE em relacdo aos outros grupos
portadores de tumor.

Andlises do eritrograma e da contagem de plaquetas dos animais da Etapa 2,
ndo mostraram qualquer diferenca significativa entre os diferentes grupos de
tratamento e foram correspondentes aos valores encontrados na Etapa 1. As Unicas
diferencas foram no aumento de plaquetas nos animais controles tratados com
salina da Etapa 2, e nos valores de eritrocitos e hemoglobina, que apresentaram-se
dentro dos valores de referéncia para todos os grupos avaliados. Assim como na
Etapa 1, todos os tratamentos induziram reducdo no valor do hematocrito, porém a
analise deste parametro isoladamente nao € indicativo de anemia.

Também ndo foram verificadas alteragcdes nos exames bioquimicos realizados
na Etapa 2, mostrando que os tratamentos nao induziram alteracdo na funcéo

hepatica e renal. Nesta etapa, além dos testes bioquimicos realizados na Etapa 1,
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foram ainda dosadas creatinina, para avaliagdo da funcao renal, e fosfatase alcalina
e gama-glutamil transferase (GGT), para avaliacdo da funcdo hepética. Os
resultados da Etapa 2 foram equivalentes aos da Etapa 1, exceto em relacdo aos
niveis de ALT no soro sangiineo de todos os animais da Etapa 2, que estavam
aumentados.

De maneira geral, as drogas quimioterapicas interagem com o material
genético das células, induzindo danos principalmente nas células com rapida
proliferacdo celular, sejam tumorais ou normais, como as da pele e da medula
O0ssea. Com o objetivo de se investigar o potencial genotdéxico de NCMagh-SE, o
percentual de fragmentacdo do DNA foi avaliado em células da medula dssea. Ainda
gue nao tenham sido verificadas diferencas significativas entre os diferentes grupos
experimentais, o0 tratamento somente com Paclitaxel aumentou em
aproximadamente 60% o percentual de fragmentacdo do DNA, como esperado, uma
vez que este quimioterdpico € um agente que induz processo de morte celular por
apoptose (AU et al., 1999; BRANHAM et al., 2004). Ja o tratamento com NCMagh-
SE associado ao Paclitaxel, diminui o percentual de fragmentacdo do DNA em
relacdo ao tratamento somente com Paclitaxel, sugerindo que a amostra NCMagh-
SE pode proteger as células normais da toxicidade induzida pelo Paclitaxel.

A magnetohipertermia tem sido vista como uma metodologia promissora para
tratamento do cancer (DUTZ et al., 2011), uma vez que o aumento de temperatura
pode induzir morte preferencial das células tumorais, com menos efeito nas células
normais. Além disso, 0 aumento na temperatura também promove a
desestabilizacdo do PLGA, aumentando a liberacédo de Selol e de nanoparticulas de
maghemita no local de interesse. Ainda que ndo tenham sido observadas diferencas
estatisticas no volume e no peso dos tumores dos diferentes grupos experimentais,
foi evidente a diminuicdo desses parametros nos animais tratados com a
combinacdo de NCMagh-SE e Paclitaxel, em relacdo ao grupo controle e em relacéo
aos animais tratados somente com o quimioterapico Paclitaxel. O volume diminuiu
ainda mais quando os animais foram expostos por 10 minutos ao campo magnético
alternado. Apesar das difererencas no volume e no peso tumoral entre os grupos de
tratamento n&o terem sido estatisticamente significativas, os resultados apresentam
importancia biolégica, sendo fundamental a realizacdo de mais experimentos para

complementar os dados obtidos. De acordo com o0s protocolos clinicos, uma
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resposta parcial, que promove reducdo em mais de 50% no tumor, € importante para
continuagdo do tratamento. No nosso estudo, foi observada redugédo de
aproximadamente 70% no volume do tumor e de 55% no peso do tumor dos animais
tratados com combinacdo de NCMagh-SE, Paclitaxel e campo magnético alternado,
em comparagao com o grupo controle.

Portilho et al. (2011), utilizando o mesmo equipamento gerador de campo
eletromagnético deste estudo, verificou aumento expressivo na necrose tumoral, de
aproximadamente 100%, quando camundongos portadores de tumor sélido de
Ehrlich eram tratados com polimeros de albumina magnéticos e expostos ao campo
magnético alternado duas vezes ao dia, durante trés dias consecutivos, validando o
equipamento utilizado. Entretanto, o efeito antitumoral é dependente da amostra e
das condi¢des utilizadas nos procedimentos. Barbosa (2008), por exemplo, verificou
resultados antitumorais pouco expressivos quando camundongos portadores de
tumor ascitico de Ehrlich eram tratados com magnetolipossomos a base de ferrita de
cobalto e expostos ao campo magneético. Por outro lado, Sadeghiani (2008), ao tratar
camundongos portadores de tumor sélido de Ehrlich com nanoparticulas de
magnetita recobertas com &acido poliaspartico, seguido de exposicdo ao campo
magnético alternado, observou necrose em cerca de 33% do tumor. Vale ressaltar
que o efeito antitumoral mais expressivo foi o encontrado por Portilho (2011), em
qgue foram utilizados polimeros de albumina magnéticos preparados com o0 mesmo
fluido iGnico utilizado para sintese de NCMagh-SE.

Hilger et al. (2001) mostraram que tumores com volume de até 300mm?®
podem ser aquecidos de maneira eficiente por meio da técnica de
magnetohipertermia. Embora a temperatura ndo tenha sido medida durante os
nossos experimentos, a média do volume dos tumores do grupo tratado com
NCMagh-Se e exposto ao campo magnético era de 12mm?>. Quanto menor o tumor,
mais efetivo pode ser o tratamento antitumoral. O maior efeito antitumoral observado
na Etapa 2 em relacdo a Etapa 1, pode ter sido devido ao menor volume tumoral dos
animais do grupo 2. Embora o procedimento de indugéo tumoral tenha ocorrido da
mesma forma nas duas etapas, é possivel que o lote de células utilizado na etapa 1
estivesse menos agressivo. E sabido que os processos de congelamento e
descongelamento de células, bem como o nimero de passagens realizadas, podem

alterar o padrao de crescimento das células.
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que:

Nanocépsulas magnéticas de Selol (NCMagh-SE) apresentam tamanho préoximo a
235 nm, distribuidas de maneira monodispersa e com carga de superficie positiva;
O tratamento com NCMagh-SE induz citotoxicidade em células de
adenocarcinoma mamario murino (4T1), humano (MCF-7) e em células normais
de mama humano (MCF-10A), de maneira dose e tempo dependente;
Concentracdes mais baixas de NCMagh-SE, de 25 ug/mL de Selol + 1,25x10°
particulas/mL (1X) e 50 pg/mL de Selol + 2,5x10° particulas/mL (2X), reduziram
significativamente a viabilidade das células tumorais, sem efeito nas células
normais, mostrando que NCMagh-SE é toxico principalmente as células tumorais;
O tratamento das células normais de mama (MCF-10A) com NCMagh-SE,
principalmente nas concentracfes mais altas, foi menos citotoxico do que com
NCMagh, mostrando que o Selol protegeu as células dos efeitos toxicos induzidos
pelo tratamento com nanocapsulas contendo apenas as nanoparticulas
magnéticas;

O Selol apresenta, de maneira intrinseca, propriedade antitumoral contra células
neoplasicas de mama (4T1 e MCF-7), como observado pelo tratamento desta
linhagem com NCSE;

NCMagh-SE, NCMagh e NCSE induzem morte celular por apoptose e
fragmentacao do DNA in vitro;

A toxicidade in vitro de NCMagh-SE é aumentada quando as células sado expostas
ao campo magnético de freqiiéncia alternada, sendo que o efeito antitumoral &
dependente da concentragdo de nanoparticulas magnéticas administrada e da
linhagem celular;

O modelo de inducdo tumoral, injetando-se células da linhagem 4T1 na mama de
camundongos BALB/c, mostrou-se adequado e confirmou o0 crescimento
ortotopico do tumor, uma vez que foi observada a invasao de células tumorais no

tecido mamario normal;
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e NCMagh-SE né&o induziu toxicidade relevante em camundongos BALB/c
portadores de carcinoma mamario;

¢ O efeito antitumoral de NCMagh-SE foi dose dependente, como demonstrado nas
analises do volume tumoral e nas analises histologicas do tumor, utilizando 50 uL
(0,5 mg de Selol + 2,5x10*° particulas) ou 100 pL (1 mg de Selol + 5x10™
particulas) de amostra;

e O tratamento combinado de NCMagh-SE com o quimioterapico Paclitaxel
potencializou o efeito antitumoral do quimioterapico, evidenciado pela maior
ocorréncia de necrose tecidual, mostrando que NCMagh-SE pode apresentar um
efeito sinérgico com o tratamento quimioterapico;

e O efeito antitumoral do tratamento combinado de NCMagh-SE e Paclitaxel, foi
ainda maior quando os camundongos eram também expostos por 10 minutos ao
campo magnético de frequéncia alternada, mostrando que NCMagh-SE tem
potencial para ser utilizado na promocdo da magnetohipertermia;

e O campo magnético de freqiiéncia alternada ndo aumentou a toxicidade sistémica
induzida pelo tratamento.

e A combinacdo de NCMagh-SE, Paclitaxel e campo magnético alternado induziu
resposta clinica parcial de mais de 50%, sendo considerada promissora para o

tratamento do cancer.

Portanto, pode-se concluir que o tratamento com NCMagh-SE, principalmente
guando associado ao tratamento quimioterdpico com Paclitaxel e com a exposicéo
ao campo magnético alternado, apresenta efeito antitumoral, com baixa toxicicidade

sistémica, sendo um potencial agente para tratamento do cancer de mama.
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8. PERSPECTIVAS

Em nosso estudo, o tratamento in vivo combinado com NCMagh-SE,
Paclitaxel e campo magnético apresentou efeito antitumoral importante e promissor,
ainda que os resultados relatados sejam referentes a um teste piloto. Dessa forma,
experimentos complementares estdo sendo programados, para avaliacdo do efeito
antitumoral de maneira mais consistente, incluindo as analises histolégicas dos
tumores e estudos da biodistribuicdo de NCMagh-SE.

Outras andlises, como as dos cortes histolégicos dos 6rgdos dos animais
tratados, na Etapa 1, com NCMagh-SE associado ao Paclitaxel; do percentual de
necrose tumoral, por meio da avaliagdo morfométrica; e da proliferacdo das células
tumorais, por meio de técnicas de imunohistoquimica, serdo concluidas em breve,
evidenciando, com mais detalhes, os efeitos da nova terapia proposta neste

trabalho.
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