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RESUMO

O céncer é definido como um conjunto de doencas caracterizadas por desordens celulares decorrentes
de multiplas alteracBes genéticas que acarretam desequilibrio na proliferacdo e morte celular. O
cancer de mama é a causa mais comum de morte por cancer entre as mulheres, representando cerca
de 25% do total de neoplasias no mundo. Em geral, as terapias convencionais apresentam pouca
seletividade para o tecido tumoral, o que diminui sua eficicia e aumenta os efeitos adversos. Em
acordo com a necessidade de novas terapias que superem essas limitagdes, a nanobiotecnologia vem
fornecendo novas formas de diagnostico e de terapia, entre as quais as que usam nanoparticulas
magnéticas. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um tratamento para o cancer de mama
utilizando a magnetohipertermia mediada por uma nova amostra de nanoparticulas magnéticas a base
de magnetita recobertas com ferritina (NPM-HFn). Testes de toxicidade de NPM-HFn em
camundongos Swiss. Testes cometa e do micronlcleo mostraram auséncia de citotoxicidade e de
genotoxicidade. Analises hematoldgicas e bioquimicas ndo apresentaram alteracGes severas,
enquanto a avaliacdo histopatoldgica ndo evidenciou alteragdes relevantes nos 6rgdos. Avaliacdo da
biodistribuicdo da NPM-HFn por ICP-OES e coloragao de Perls de tecidos mostraram tendéncia das
NPM a se acumularem principalmente no figado e bago, as vezes no pulmao e, quando pertinente,
no tumor. Testes preliminares da eficacia por meio da analise ex vivo do tumor mostraram que 0s
grupos tratados com a administracdo endovenosa e intratumoral da NPM-HFn seguida pela exposi¢éo
ao campo magnético alternado foram eficazes na reducao de 89% e 88% do tumor, respectivamente.
Entretanto, enquanto o tratamento intratumoral facilitou a ocorréncia de metéstase, o tratamento
endovenoso evitou sua ocorréncia. Portanto, com este trabalho, foi possivel desenvolver um método
bastante eficaz para o tratamento do tumor de mama, utilizando a magnetohipertermia mediada por

amostra biocompativel de nanoparticulas magnéticas a base de magnetita recobertas com ferritina.

Palavras-chaves: cancer de mama, nanoparticulas magnéticas, magnetohipertermia, toxicidade.



ABSTRACT

Cancer is defined as a set of diseases characterized by cellular disorders due to genetic multiplicity
that lead to an imbalance in cell proliferation and death. Breast cancer is the most common cause of
cancer death among women and represents about 25% of the total number of neoplasms worldwide.
Conventional therapies are not completely selective for tumor tissue, which decreases its efficacy
and increases adverse effects. New therapies that overcome these limitations are demanded.
Accordingly, nanobiotechnology has been providing new diagnosis and therapy platforms, including
those using magnetic nanoparticles. The aim of this work was to develop a treatment for breast cancer
using magnetohyperthermia mediated by a new sample of magnetic nanoparticles based on ferritin-
coated magnetite (NPM-HFn). Toxicity tests using NPM-HFn were performed in Swiss mice. Comet
and micronuclei assays showed absence of cytotoxicity and genotoxicity; Hematological and
biochemical evaluation did not present severe alterations while the histopathological evaluation
indicated no significant changes. Biodistribution studies of NPM-HFn accessed through ICP-OES
and Perls staining of tissues showed a tendency to NPMs accumulation in the liver and spleen,
sometimes in the lung and in the tumor. To evaluate the efficacy of the treatments preliminary
histopathological evaluations of the tumor showed that the group treated with intravenous and
intratumoral administration of NPM-HFn followed by exposure to the alternating magnetic field were
effective in reducing 89% and 88% of the tumor, respectively. However, while the intratumoral
treatment facilitated the occurrence of metastasis, the intravenous treatment prevented its occurrence.
Therefore, with this work, it was possible to develop a quite efficacious method for the treatment of
breast cancer, using magnetohyperthermia mediated by a biocompatible magnetic sample composed

by nanoparticles based on ferritin-coated magnetite.

Keywords: breast cancer, magnetic nanoparticles, magneto hyperthermia, toxicity.
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1.  INTRODUCAO

1.1. CANCER

O termo céncer refere-se a um conjunto de doencas que se caracterizam por proliferacédo e
crescimento celular descontrolados. O cancer desenvolve-se devido as mutac6es de determinados
genes que controlam a func&o celular. O risco de cancer é aumentado com as mutagdes genéticas,
as quais podem ser hereditérias se a mutagdo estiver presente nas células germinativas ou
reprodutivas, ou podem ser adquiridas durante a vida do individuo decorrentes de erros durante a
divisdo celular (mutacdo somatica) (VECCHIO et al., 2018). Neste segundo caso, pode ser
causado por fatores externos relacionados ao meio ambiente, como agentes fisicos (como radiacdo
ultravioleta e ionizante), agentes quimicos (como agentes do tabaco, excesso de alcool, arsénico)
e agentes bioldgicos (como infecgdes por virus ou bactérias). A carcinogénese pode também ser
iniciada ou progredir devido a acdo conjunta ou sequencial desses fatores (CHAMMAS, 2013;
HANAHAN & WEINBERG, 2017).

O desenvolvimento do cancer ocorre em varias etapas, nas quais as células adquirem uma
série de mutacGes que, eventualmente, as conduzem ao crescimento e divisdes celulares
desenfreadas, inibindo a diferenciacdo celular e escapando da morte celular. De acordo com o
crescimento tumoral, a angiogénese pode ser estimulada, formando vasos sanguineos que
fornecem oxigénio e nutrientes as células tumorais. Ocasionalmente, as células tumorais invadem
tecidos adjacentes, levando a metastase (WEINBERG, 2013).

A maioria dos canceres humanos surge a partir dos tecidos epiteliais, sendo denominados
carcinoma. Alguns tecidos epiteliais apresentam células especializadas que secretam substancias
nas cavidades ou ductos que eles revestem, e o tumor nesse tipo de tecido epitelial € denominado
adenocarcinoma (WEINBERG, 2013).

O cancer pode levar a sérias complicacdes de salde e muitas vezes até ao Obito,
representando assim um problema de satde publica mundial. A Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) estima que em 2015 no mundo tenham ocorrido mais de 8,8 milhdes de mortes devido ao
cancer (OMS, 2017).

1.2. CANCER DE MAMA



Excluindo o céncer de pele ndo melanoma, o cancer de mama € o tipo mais comum que
acontece em mulheres em todo o mundo (OPAS, 2017). Em 2018 é esperado, no Brasil, cerca de
59.700 novos casos (INCA, 2018), e para 2030 ¢ possivel que ocorra a incidéncia de 27 milhdes
de casos, 17 milhdes de mortes e 75 milhdes de pessoas portando algum tipo de neoplasia maligna
no mundo (OMS, 2013). Apenas na Ameérica Latina, € esperado o aumento de 46% de novos casos
de cancer de mama neste mesmo ano (OPAS, 2017). O crescimento, tanto do nimero de novos
casos, como de mortes causadas pelo cancer de mama decorre, em grande parte, do
envelhecimento da populagéo, do desenvolvimento de novas tecnologias que permitem a detec¢do
e do registro de informacbes (BRASIL, 2011; STUCKEY, 2011; ABDULKAREEM, 2012). A
prevencao e a descoberta do cAncer em seu estagio inicial sdo os fatores de maior relevancia para
a reducdo do indice de mortalidade de pacientes (LIANG & YAGUANG, 2016).

Existem varios fatores associados ao aumento do risco de desenvolver cancer de mama. A
hereditariedade é um fator que aumenta bastante o risco, especialmente, a heranca de mutac6es
nos genes BRCA1, BRCA2 e p53. Fatores reprodutivos relacionados ao estimulo do estrogénio
enddgeno, como menarca precoce, menopausa tardia, primeira gravidez ap6s os 30 anos e a
nuliparidade (néo ter tido filhos) estdo entre os fatores de maior importancia no aumento do risco.
O uso de hormdnios ex6genos, como o uso de contraceptivo orais e terapia de reposi¢do hormonal,
também é considerado fator de risco pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC)
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Outro fator importante esta relacionado ao ambiente e
estilo de vida, como a ingestdo de alcool, obesidade, sedentarismo e ao tabagismo (INCA, 2018;
OMS, 2018).

1.3. TRATAMENTOS CONVENCIONAIS

Os procedimentos mais utilizados atualmente no combate ao cancer de mama séo cirurgia,
radioterapia, quimioterapia e imunoterapia, utilizadas independentemente ou, preferencialmente,
em conjunto (CRICH, 2015). A cirurgia baseia-se na remocdo do tumor com a finalidade de
eliminar qualquer vestigio da neoplasia. Por muitas vezes, os procedimentos cirurgicos falham
devido a permanéncia de células tumorais que ndo foram removidas ou devido a existéncia de
micrometastases que ndo tenham sido detectadas no momento da cirurgia (POHLMANN, 2004).

A radioterapia, por sua vez, consiste na utilizacdo de um feixe de radiagdo ionizante com
0 objetivo de induzir a morte das células tumorais (MARKS et al., 1991; MACHADO, 2000;
RANG et al., 2004). Ainda que as celulas tumorais sejam mais vulneraveis a essa radiagdo, as
celulas normais também sdo afetadas, assim levando a diversos efeitos adversos (MALAS et al.,
2004; PIERCE, 2005; NILSSON et al., 2011).



Ja a quimioterapia antineoplasica utiliza substancias quimicas que, pela falta de
especificidade, danificam a funcéo e a proliferacéo celular, tanto das células tumorais quanto das
células saudaveis, causando assim, efeitos colaterais indesejaveis (BROWN & GIACCIA, 1998;
CHUNFU et al., 2004). Além disso, existe a possibilidade de o tumor criar resisténcia a essas
drogas (MISRA et al., 2010).

A imunoterapia consiste na estimulacdo do sistema imunitario do proprio paciente para que
combata as células tumorais, evitando que as mesmas escapem do seu controle (ROSENBERG et
al., 2004; MELLMAN et al., 2011). As alteracdes genéticas e epigenéticas comuns nas células
tumorais permite que o sistema imune consiga distinguir as células tumorais das células saudaveis
(PARDOLL, 2012). Progressos importantes tém sido atingidos com essa terapia. Em 2013 foi
aprovado nos EUA um conjugado droga-anticorpo, que trata cancer de mama com poucos efeitos
colaterais (CAVALLE; PUNTES, 2015).

Ainda gue a imunoterapia represente um grande avango no tratamento do cancer, a falta
de especificidade e os efeitos adversos causados pelos tratamentos convencionais, demanda pela
busca de novas modalidades de tratamento para o céncer. Os avancos na éarea de
Nanobiotecnologia tém resultado no desenvolvimento de novas terapias, contribuindo para
superar/minimizar essas limitacdes dos tratamentos tradicionais de cancer (PANKHURST et al.,
2003). O uso de nanoparticulas como um instrumento biomédico em diagnostico, entrega seletiva
de farmaco e em terapia de doencas tem sido promissor (MANDAL & CHAUDHURI, 2016).

1.4. NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia refere-se a aplicacdo da Nanociéncia, o estudo de nanomateriais. O
termo nanomaterial foi descrito como “material com alguma dimensao externa em nanoescala ou
estrutura interna ou com superficie em nanoescala” pela Organizacdo Internacional de
Normalizacdo (GOLBAMAKI et al., 2015). O termo nanoescala corresponde, segundo as versées
mais aceitas, a escala de 1 nm até 100 nm. As nanoparticulas representam uma subcategoria dos
nanomateriais, e sdo definidas como particulas que possuem as trés dimensdes externas na escala
nanométrica (GOLBAMAKI et al., 2015).

As propriedades fisico-quimicas conferidas aos materiais na escala nanométrica sdo
diferenciadas das propriedades do material de origem devido ao seu tamanho, area superficial e
estrutura (GLEITER, 2000). O interesse na utilizacdo desses nanomateriais tem crescido, pois eles
prometem melhora no desempenho e novas funcionalidades, como, por exemplo, entrega de
farmacos especificamente para o alvo, diminui¢do do consumo de energia, diminuicéo da poluicdo

ambiental (KARLSSON, 2010), entre muitas outras. Ja foram caracterizados varios tipos de



nanoparticulas para uso no tratamento de cancer, como por exemplo lipossomas, nanoemulsdes,
nanocapsulas, micelas, nanoparticulas polimericas, nanoparticulas de ouro, nanoparticulas de
prata, nanoparticulas magnéticas, dentre outras (YU et al., 2012). Dados evidenciam que a
nanotecnologia ja fez progresso significativo no diagnostico e tratamento do céncer,
particularmente pelo emprego de nanoparticulas magnéticas (NEUWELT et al., 2004; LEE et al.,
2007; SUN et al., 2008).

1.5. NANOPARTICULAS MAGNETICAS

Nanoparticulas magnéticas (NPM) dispersas em liquidos carreadores organicos ou
inorganicos constituem suspensdes coloidais estaveis conhecidas como fluidos magnéticos (FM)
(ROSENWEIG, 1985).

A capacidade desses fluidos magnéticos de serem usados como ferramenta para
diagndstico, carreador de farmaco, gerador de calor, além da facilidade de chegar aos tecidos alvos
pelo tamanho reduzido de suas NPM, podendo aumentar a eficacia terapéutica e diminuir os efeitos
adversos indesejados, sdo algumas caracteristicas que 0s tornam interessantes para O USO
biomédico (KAFROUNI & SAVADOGO, 2016).

Grande variedade de fluidos magnéticos (FM) tem sido desenvolvida. Os fluidos
magnéticos (FM) sdo coloides magnéticos de nanoparticulas magnéticas monodominio, também
denominados ferrofluido, dispersos em um liquido carreador que pode ser polar ou apolar
(TOURINHO et al., 1998). As interacdes entre o fluido carreador e as nanoparticulas magnéticas
permitem que se comportem de maneira homogénea, ou seja, a suspensdo é deslocada como um
todo e ndo somente as nanoparticulas sdo expostas ao campo magnético (LACAVA & MORAIS,
2012). O fluido magnético pode ser caracterizado como i6nico ou surfactado dependendo da forma
em que é estabilizado. Os FM ibnicos possuem sua superficie carregada eletricamente para repelir
eletrostaticamente a aproximacao entre as particulas, enquanto que os FM surfactantes possuem
uma camada molecular cobrindo sua superficie, 0 que causa repulsdo estérica entre as particulas
(MORAIS et al., 2006).

O revestimento das nanoparticulas magnéticas é recomendado para evitar aglomeragéo e
garantir a estabilidade coloidal do fluido. Em particular, o grupo do laboratério NanoGem da UnB
ja investigou diversos tipos de fluidos magnéticos contendo NPM recobertas com diferentes
coberturas estabilizantes, entre as quais: citrato (BRUGIN, 2007; ROMERO, 2015; NEVES et al.,
2017), polifosfato (PORTILHO, 2007), acido poliaspartico (SADEGHIANI, 2008), albumina
bovina (LACAVA, 2009), albumina (ESTEVANATO et al, 2011, 2012), dextrana



(ESTEVANATO et al., 2012; MIRANDA-VILELA et al., 2013, 2014), 4cido dimercapto-
succinico (CAMPOS DA PAZ, 2012), bicamada de acido laurico e selol (AVELINO, 2013).

Entre os inlmeros nanomateriais magnéticos existem as estruturas do tipo casca nucleo (do
inglés core shell) que vém sido alvo de interesse, principalmente por sua ampla area de atuacg&o:
como sensor, em reagdes cataliticas, em diagnosticos e tratamentos de doengas e entrega seletiva
de farmacos (SON et al., 2005; SEO et al., 2006; HUANG & HAINFELD, 2013; MANDAL et
al., 2013). Este tipo de estrutura core shell consiste em um ndcleo ou matéria em seu interior e
uma casca ou envoltério, na parte externa (MANDAL & CHAUDHURI, 2016).

1.6. MAGNETOHIPERTERMIA

Os FM tém sido empregados na técnica de hipertermia, também chamada de
magnetohipertermia (MHT) (ITO, 2006). A MHT consiste no aumento da temperatura na regiéo
afetada, visando destruir as células tumorais (MANTHE et al., 2010). E bem estabelecido que o
aumento da temperatura na faixa de 42°C a 46°C é menos tolerado pelas células tumorais do que
pelas células saudaveis e, desta forma, o calor € efetivo em diminuir a viabilidade celular do tumor
(TORCHILIN, 2007; ANKAMWAR et al., 2010).

Busch (1866) foi o primeiro a reportar um caso em que a temperatura elevada poderia
destruir especificamente o tecido tumoral, a0 mesmo tempo em que era tolerado pelo tecido
saudavel. Outros estudos reportaram que febre alta regredia o tumor, gerando grande interesse em
descobrir formas artificiais de induzir o aumento da temperatura em pacientes oncoldgicos
(STROHBEHN & DOUPLE, 1984). Mas foi apenas no século passado que o calor comegou a ser
utilizado como uma ferramenta terapéutica contra o cancer. Apesar de ndo ter ocorrido mudancas
no uso terapéutico do calor em células tumorais, 0 método de entrega e de gerar calor tem sofrido
muitos avangos. O mais recente € o emprego de nanoparticulas magnéticas para gerar hipertermia
(SANZ et al., 2017). O uso da MHT baseia-se na exposicdo do FM a um campo magnético
alternado de baixa frequéncia (de 100 kHz a 1000 kHz) resultando no aumento da temperatura
devido a conversao da energia magnética em calor (GOYA et al., 2008; YANG & CHANG, 2016).

Resultados promissores apos uso da MHT ja foram demonstrados para o tratamento de
varios tipos de cancer, incluindo tumor bucal (CANDIDO et al., 2014) e tumor de mama
(MIRANDA-VILELA tal., 2013, 2014; ROMERO, 2015). Em estudo in vivo com camundongos,
Romero (2015) obteve regressdo completa do adenocarcinoma mamario de Ehrlich por meio do
tratamento combinado da MHT realizada com NPM recobertas com citrato e quimioterapia com
nanocapsulas de Selol. Estes e outros estudos de tratamento do cancer por MHT tém revelado

beneficios em relagdo as terapias classicas, como maior especificidade e menos efeitos colaterais



indesejaveis. Estudos clinicos tém mostrado a eficacia da magnetohipertermia no tratamento de
cancer (HERMAN et al., 1988; KIDA et al., 1990; VAN VULPEN et al., 2004; JOHANNSEN et
al., 2005).

Em consonancia, o presente trabalho estuda uma amostra de fluido magnético constituido
por nanoparticulas de magnetita recobertas por ferritina (estrutura core shell). Por serem
constituidas de magnetita aumentardo a concentracdo de ferro no organismo e por estarem

recobertas de ferritina poderdo interferir no metabolismo do ferro.

1.7. METABOLISMO DO FERRO

O ferro € um mineral essencial para a homeostase celular, apresentando fungoes
importantes para o transporte de oxigénio, metabolismo energético e sintese de DNA
(WIAYANTI et al., 2004). Entretanto, por doar ou receber elétrons livres (TORTI & TORTI,
2013) pode participar da producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e assim ser toxico para
as células (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1984; THEIL, 1987; GANZ, 2008; MACKENZIE
etal., 2008), uma vez que as ERO podem lesionar proteinas, lipideos e o DNA. E crucial, portanto,
uma forte regulacéo da homeostase do ferro (BEAUMONT & VAULONT, 2006; DONOVAN et
al., 2006; GROTTO, 2008).

O ferro presente no plasma, proveniente por exemplo, da alimentacéo, se liga a transferrina
(Tf), uma glicoproteina de 80 KDa sintetizada e secretada pelo figado que transporta e entrega o
ferro para os tecidos periféricos (GROTTO, 2008). A entrega do ferro é feita através do
reconhecimento e ligacdo da Tf com o TfR1, o receptor de transferrina 1 que é expresso na

superficie de quase todas as células. Esse complexo Tle/Tf—(Fe3+)z é, entdo endocitado. Uma

vez no endossoma, o Fe>* ¢ reduzido em Fe?* pela ferriredutase STEAP3, assim podendo sair do
endossoma através do transportador transmembrana DMIT1 (MANZ et al., 2016), que possui
grande afinidade pelo Fe2* (OHGAMI et al., 2005). Ja no citosol, o Fe é incorporado por

moléculas que contenham ferro ou pela proteina de estoque de ferro, a ferritina, como demonstrado
pela figura 1 (HARRISON & AROSIO, 1996). O ferro transportado pela Tf, que possui alta

afinidade pelo Fe3+, tem sua reatividade atenuada, o que facilita a sua liberag@o para as células
(Figura 1).
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Figura 1 - Esquema geral do metabolismo do ferro. O ferro presente no plasma se liga a transferrina (apo-TF)
circulante, formando o complexo transferrina-Fe3+ (holo-TF), que ira se ligar ao receptor de transferrina 1 (TFR1)
sendo, entdo, endocitado e o ferro liberado da transferrina. A ferriredutase (STEAP3) reduz o Fe3+ em Fe2+, que é
transportado para o citosol pelo DMT1, assim, entrando no pool de ferro labil intracelular (LIP). O LIP é utilizado de
varias formas dependendo da necessidade celular e 0 excesso de ferro é estocado pela ferritina ou langado para a
circulacdo pela ferroportina (FPN1) associado a ferroxidase (Adaptado de MANZ et al., 2016).

Foi reportado por varios estudos que a expressdo de TfR1, que é essencial para a
interiorizacdo de ferro e regulacdo do crescimento celular, é aumentada em células cancerosas, em
comparacdo com as células normais (DANIELS et al., 2006a; DANIELS et al., 2006b). Também
observaram que as células cancerosas conseguem aumentar o nivel de ferro intracelular através do
aumento da captacdo do ferro e, também, através do controle do nivel de proteinas que estocam o
ferro, como a ferritina. A ferritina estoca o excesso de ferro, permitindo que o ferro seja acumulado
dentro da célula, enquanto previne o estresse oxidativo causado pelo excesso de ferro (MARCUS
& ZINBERG, 1974; WEINSTEIN et al., 1982; WEINSTEIN et al., 1989; MANZ et al., 2016).
Foi observado que existe uma grande expressao de ferritina em células estromais presentes no
microambiente tumoral no cancer de mama (ROSSIELLO et al., 1984). Estas células estromais
sdo macrofagos CD68+ infiltrados no tumor, os quais conseguem secretar ferritina. A ferritina
secretada localmente no tumor aparenta contribuir para a proliferacdo celular das células
cancerosas através de um mecanismo independente de ferro (ALKHATEEB et al., 2013).

Quando o organismo apresenta deficiéncia de ferro, as proteinas reguladoras do ferro (IRP)
se ligam aos elementos reguladores do ferro (IRE) presentes no mRNA da ferritina e da
ferroportina (FPN-1) e, assim, reprimem a expresséo da ferritina e da FPN-1, 0 que evita que o
ferro seja eliminado da celula. Ja& em condi¢Ges de excesso de ferro citossolico, ocorre a
desestabilizacdo dos IRPs evitando, assim, que eles se liguem aos IRE, o que resulta no aumento

da sintese de ferritina e FPN-1. Além de minimizar os efeitos toxicos do excesso de ferro, o



controle da importacdo, estocagem e efluxo do ferro, os IRP satisfazem as necessidades
metabdlicas do ferro (MANZ et al., 2016).

1.8. FERRITINA

A ferritina € a principal proteina de estoque de ferro no organismo, acumulando uma alta
concentragéo de ferro livre e, assim, impedindo a formacdo de ERO produzidos pelo excesso de
ferro livre (HARRISON & AROSIO, 1996; AROSIO & LEVI, 2002; TORTI & TORTI, 2002).
A apoferritina, que é a ferritina em sua forma livre de ferro, tem uma forma esférica e seu nucleo
pode acomodar 4.500 atomos de Fe na forma de hidroxifosfato férrico. Esta proteina tem a
capacidade de auto-organizacao e é composta por 24 subunidades (FORD et al., 1984) que formam
a estrutura de 12 nm de didmetro da sua gaiola (cage) com a cavidade interior de 8 nm de didmetro
(Figura 2).

Superficie Exterior Cavidade Interior

Figura 2 - Diagrama de fita da superficie exterior e da cavidade interna da Ferritina (Adaptado de UCHIDA et al.,
2010).

As subunidades da ferritina sdo divididas em dois tipos, cadeia leve (FLC) e cadeia pesada
(FHC) (THEIL, 1987; AHN et al., 2005). A razdo entre L e H varia de acordo com a espécie,
6rgdo e tipo de resposta inflamatdria. A maior diferenca entre a cadeia leve e a cadeia pesada esta

em sua funcdo, enquanto a FHC oxida Fe>* em Fe3* e facilita 0 acimulo de ferro na proteina

(LEVIetal., 1988), o ferro na FLC é estocado na forma de ferridrita, sua forma mineral, e promove
a nucleacédo da ferridrita (FORD et al., 1984; HARRISON & AROSIO, 1996). A ferritina pode



ser mais acida ou mais béasica dependendo da propor¢do de cadeia pesada e cadeia leve; se
apresentar mais cadeia leve sera mais basica, predominante em tecidos comprometidos com a
estocagem de ferro, como o figado e o bacgo, e se apresentar mais cadeia pesada sera mais &cida,
predominante no coracgdo e eritrocitos (FAIRBANKS & BEUTLER, 2001; HOFFBRAND et al.,
2006).

Os elevados niveis de ferritina extracelular estdo associados a condi¢Ges patologicas, como
inflamacdo, angiogénese e cancer, assim sendo considerado um bom marcador para essas
condi¢des (KNOVICH et al., 2009; WANG et al., 2010; MEYRON-HOLTZ et al., 2011; FAN et
al., 2013). Foi observado que tanto a ferritina sérica quanto a ferritina tecidual sdo elevadas em
pacientes com cancer de mama (KNOVICH et al., 2009; WANG et al., 2010; JEZEQUEL et al.,
2012).

Em 2010, Li e colaboradores reportaram que o receptor de transferrina 1 (TfR1), um
receptor de superficie, € um receptor para a ferritina. A ligacdo com o TfR1 captura a ferritina em
endossomos e lisossomos. Além disso, também foi demonstrado que o TfR1 € superexpresso em
varios tipos de células cancerosas, e ja tem sido usado como um marcador para o diagnostico de
cancer (LIANG et al., 2014). Esta superexpressdo permite o grande acimulo de ferro necessario
para o crescimento desenfreado das células cancerosas (FALVO et al., 2013).

Por ser uma proteina natural de nosso organismo e estar presente no interior de nossas
células e no nosso sangue, a ferritina apresenta alta biocompatibilidade, seguranca e baixa
imunogenicidade, uma vez que é composta por elementos ndo-tdxicos que ndo irdo ativar respostas
inflamatdrias e imunol6gicas (ROMAGNANI, 2006). Seu didmetro de 12 nm de superficie é um
tamanho ideal para superar as barreiras fisiolégicas do microambiente tumoral e conseguir
penetrar no tecido tumoral (CHAUHAN et al., 2012). As nanoparticulas constituidas de ferritina
humana (HFn) sdo, em geral, estaveis e sollveis no sangue, caracteristicas que as tornam
favoraveis para serem utilizadas in vivo, especialmente em aplicacdes em humanos (MAKINO et
al., 2011; VALERO et al.,, 2011; FAN et al., 2012 KANG et al., 2012; LI et al., 2012;
VANNUCCI et al., 2012).

Varios estudos demonstraram com sucesso que a ferritina é eficaz no carreamento de varios
tipos de farmaco, agentes de contraste e metais em seu interior, sugerindo que a HFn seja um
carreador universal de entrega seletiva para as células tumorais (CRICH et al., 2006; UCHIDA et
al., 2009; LIN et al., 2011; ZHEN et al., 2013; LIANG et al., 2014).

A arquitetura da HFn pode ser quebrada em pH A&cido e restaurada quase que
completamente quando volta ao pH ideal de 7,4 (LIN et al., 2011). A sua cavidade interior € um
6timo modelo para a sintese de nanoparticulas cristalinas e monodispersas (MELDRUM et al.,
1992; WONG & MANN, 1996; KLEM et al., 2008). Apresenta baixo custo de producédo e



purificacdo por ser facilmente produzida e também de facil reprodutibilidade, caracteristicas
almejadas para a producédo em larga escala (UCHIDA et al., 2006; FAN et al., 2012; LIANG et
al., 2014).

Atualmente os estudos para o diagndéstico e para a terapia utilizando a ferritina, baseiam-
se essencialmente na modificacdo da superficie da ferritina com o objetivo de reconhecer e se ligar
especificamente ao alvo desejado (LIN et al., 2011; LI et al., 2012; FALVO et al., 2013; ZHEN
et al., 2013a; ZHEN et al., 2013b). Apesar dessas modificacdes aumentarem a especificidade, ja
foi evidenciado que a nanoparticula de ferritina possui propriedades intrinsecas de ser
seletivamente direcionada a células tumorais (LIANG et al., 2014). Fan e colaboradores (2012)
utilizaram ferro encapsulado por nanoparticula de ferritina e demonstraram que essa NP tem
especificidade para diversos tipos de células tumorais que expressam o TfR1, incluindo o
adenocarcinoma mamario, sem a adi¢do de nenhum tipo de ligante em sua superficie. Além disso,
essas modificacbes na superficie prejudicam as vantagens do uso da ferritina, como o
direcionamento natural e especifico para as células tumorais, a sua biocompatibilidade, o baixo
custo de producdo, sua alta pureza, baixa imunogenicidade e também ja foi relatado que interfere
no processo de auto-organizacdo durante sua sintese, resultando em menor rendimento e baixa
homogeneidade. Isso tudo dificulta sua entrada em fases de teste clinico (TANEICHI et al., 2006;
DEHAL et al., 2010; LI et al., 2012; JEON et al., 2013; LIANG et al., 2014).

1.9. TUMOR DE EHRLICH

O estudo da eficacia de novos tratamentos do cancer de mama, como 0s baseados na
nanotecnologia, requer o uso de um modelo experimental apropriado. O tumor de Ehrlich € um
adenocarcinoma mamario murino agressivo e espontaneo que possui uma caracteristica
interessante, pois quando inoculado intraperitonealmente, se desenvolve na forma ascitica
(JAGANATHAN et al., 2010) e, quando implantado pela via subcutanea, na forma solida. Esse
tumor se assemelha aos tumores humanos por apresentar caracteristicas como a rapida
proliferacdo, células indiferenciadas, malignidade e o ciclo de vida curto (PATT & STRAUBE,
1956). Além de ser de facil transplantacéo, representa uma ferramenta eficiente para investigar
farmacos anticancerigenos (AWARA et al., 2004; ELMORSI et al., 2013; KABEL et al., 2015),
inclusive novas formulagdes nanoestruturadas (MIRANDA-VILELA, 2013; ROMERO, 2015).

1.10. TOXICIDADE
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Apesar de toda expectativa e interesse no desenvolvimento e na utilizacdo de
nanomateriais, existe um problema na perspectiva toxicoldgica: a exposicdo a longo prazo e o
impacto na salide humana ainda s&o pouco estudados e compreendidos (OBERDORSTER et al.,
2005; GWINN & VALLYATHAN, 2006; DUSINSKA et al., 2011; HUBBS et al., 2013). S&o as
propriedades fisico-quimicas especiais que influenciam na forma de interacdo dessas
nanoparticulas com as células e, portanto, também na sua toxicidade. Por isso, é de essencial
importancia conhecer essas propriedades para desenvolver nanoparticulas mais seguras (HUANG
etal., 2017).

O potencial toxico das nanoparticulas depende de caracteristicas como tamanho, formato,
carga da superficie, cobertura da superficie, solubilidade e aglomeracdo (MAGDOLENOVA et
al., 2014). A falta de informacéo sobre a toxicidade e a divida sobre a seguranca no uso das
nanoparticulas sdo os principais obstaculos para a inovagdo e investimento na area de
nanotecnologia (CARNEIRO et al, 2013; MICHAEL, 2013; MIRANDA-VILELA et al, 2014).

Os estudos sobre a toxicidade genética tém crescido, o que possibilitou o aumento do
numero de métodos tanto in vitro quanto in vivo para analisar os efeitos de agentes quimicos nos
mecanismos genéticos e 0s possiveis riscos ocasionados no organismo (KRISHNA & HAYASHI,
2000). Entre estes, dois testes comumente utilizados séo o de micronucleo e o do cometa.

1.10.1. Teste de Micronucleo

Aberracdes cromossomicas e mutagdes génicas sao aspectos principais da genotoxicidade
induzida por produtos quimicos (KASAMOTO et al., 2013). Para detectar in vivo os danos
induzidos em cromossomos ou no mecanismo mitético de eritroblastos, é frequentemente utilizado
0 teste de microndcleo em células da medula 6ssea ou células do sangue periférico de animais
(OECD, 2016; BHAGAT, 2017).

O microndcleo foi observado pela primeira vez em sangue de ratos e gatos por Howell e
Jolly no final do século 19 (HAYASHI, 2016). Mas s6 foi em 1970 que Heddle e Schmid
desenvolveram o teste de micronucleo usando células eritropoiéticas da medula 6ssea e do sangue
de hamsters. Eles observaram uma correlagcdo entre a inducdo de aberragdo cromossémica e a
indugédo de micronucleo (KRISHNA & HAYASHI, 2000; HAYASHI, 2016).

Existem dois mecanismos conhecidos para a formac&o dos micronucleos: clastogénese, ou
quebra do cromossomo, e aneugénese, ou distarbio no fuso mitético (Figura 3) (BONASSI et al.,
2007; SAMANTA & DEY, 2012).

Com esses dois mecanismos, trés formas diferentes de micronucleos podem acontecer:

fragmentos cromossdémicos acéntricos, fragmentos acéntricos da cromatide ou a perda de um
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cromossomo inteiro que ndo foi incluido no nicleo da célula filha por ndo ter se ligado
corretamente ao fuso mitdtico na anafase. Eventualmente os fragmentos de cromossomo ou
cromossomo deslocado séo envolvidos por uma membrana, levando a uma estrutura

morfologicamente semelhante ao ndcleo, exceto pelo tamanho reduzido (FENECH et al., 2011).

(M (O\
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)

Figura 3 - Esquema dos mecanismos de formacdo de microndcleo. (A) Micronicleo formado pela perda de um
cromossomo inteiro quando exposto a um agente aneugénico. (B) Micronucleo formado pela perda de um fragmento
do cromossomo quando exposto a um agente clastogénico (Adaptado de FENECH, 2011).

Em roedores adultos, o micronucleo é formado no bago ou na medula 6ssea durante a
eritropoiese. Os eritrécitos policrométicos (EPC), células basoéfilas que apresentam RNA no
citoplasma, sdo formados quando os eritroblastos eliminam o nicleo 6 horas ap6s a mitose.
Quando as EPC passam pelo processo de maturacdo, os eritrécitos normocromaticos (ENC),
células acidofilas, sdo formados (KRISHNA & HAYASHI, 2000). Uma grande frequéncia de
micronucleos em EPC indica dano no cromossomo (ESTEVANATO et al., 2012a; MIRANDA-
VILELA et al, 2014; ARALDI et al., 2015).

Apesar de todas as vantagens que o teste de micronudcleo oferece, esse teste possui
limitacGes, como qualquer outro teste de genotoxicidade. Por isso a associagao desse a outro teste
de toxicidade, como o do Cometa, permite resultados mais relevantes (ARALDI et al., 2015;
HAYASHI, 2016; BHAGAT, 2017).

1.10.2. Teste Cometa
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O teste cometa, também conhecido como “single cell gel assay eletrophoresis” (SCGE),
€ um método rapido, sensivel e barato para mensurar o dano no DNA em células eucaridticas
(LOVELL & OMORI, 2008; KOPPEN et al., 2017). Esse teste foi desenvolvido por Ostling e
Johanson (1984) para detectar danos no DNA causados por radiacdo, e tem sofrido diversas
modificacbes desde entdo. Foi nomeado teste cometa devido as imagens do experimento serem
semelhantes a de um cometa (Figura 4); observou-se que a quantidade de DNA desprendido da
cabeca do cometa (0 nucledide) estava correlacionada com a intensidade da radiacdo (OSTLING
e JOHANSON, 1984). Singh e colaboradores (1988) desenvolveram o método alcalino (pH
alcalino do tampado de eletroforese), que facilita a desnaturacéo e desenovelamento do DNA, e se
tornou 0 método mais usado e recomendado por apresentar um grande espectro para deteccao de
danos (ARALDI et al., 2015).

Cabeca

Figura 4 - Microfotografia de fluorescéncia do nucleoide no teste cometa. O DNA presente na cabeca do cometa
esta enovelado, enquanto que o DNA presente na cauda esta fragmentado.

A formagdo caracteristica do cometa se baseia na habilidade do DNA de migrar, no gel de
eletroforese, em funcao do tamanho e do nimero de fragmentos ou quebras do DNA; assim, DNA
com poucas quebras migram curtas distancias a partir da cabe¢a do cometa, enquanto fragmentos
pequenos formam a cauda do cometa. Esta, aumenta conforme a intensidade do dano
(FAIRBAIRN et al., 1995).

Uma vantagem desse teste € que pode ser realizado em qualquer tipo de populacdo de
células eucaridticas in vivo, in vitro e ex vivo (NAVARRETE et al., 1997). Estudos utilizando o
teste de micronucleo e o teste cometa para avaliar o dano no DNA causado pela exposi¢édo a
nanoparticulas ja foram relatados (BALASUBRAMANYAM, A. et al., 2009; NAYA et al., 2012;
SONG et al., 2012; MIRANDA-VILELA et al., 2014; DUMALA et al., 2017).

13



JUSTIFICATIVA

14



2. JUSTIFICATIVA

A elevada taxa de mortalidade por cancer de mama expde a incessante necessidade de
desenvolver terapias mais eficazes que apresentem baixa toxicidade as células normais e que
acarretem o0 minimo de efeitos adversos.

Nesse ambito, a nanobiotecnologia vem fornecendo novas formas de terapia, entre as quais
se encontra a magnetohipertermia que demanda o uso de nanoparticulas magnéticas. Uma nova
amostra de fluido magnético contendo nanoparticulas magnéticas a base de magnetita recobertas
com ferritina (NPM-HFnN) relne caracteristicas interessantes do ponto de vista de aplicacédo
biomédica. Células tumorais tendem a apresentar uma superexpressao de TFR1, receptor da
ferritina, o que permitiria o direcionamento das nanoparticulas para o tecido tumoral. A avaliagcdo
da capacidade terapéutica de NPM-HFn em tumor experimental de mama deve ser complementada
com o imprescindivel conhecimento da acdo bioldgica (toxicidade e biodistribuicdao) desse novo

material nanoestruturado. Em conjunto, os dados apresentados justificam a presente proposta.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade e a biodistribuicdo de nanoparticulas magnéticas a base de
magnetita recobertas com ferritina (NPM-HFn) e investigar sua eficicia no tratamento de

cancer de mama experimental.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.1. Avaliar o potencial de aquecimento da NPM-HFn.

3.1.2. Avaliar clinicamente camundongos submetidos a injecGes da NPM-HFn.

3.1.3. Analisar as alteracdes hematoldgicas e bioquimicas induzidas pela NPM-HFn.

3.1.4. Avaliar a citotoxicidade e a genotoxicidade da NPM-HFn em camundongos

saudaveis.

3.1.5. Analisar a toxicidade por meio da histologia dos 6rgdos baco, cérebro, figado,

pulmdo e rins.

3.1.6. Analisar a biodistribuicdo da NPM-HFn nos animais por meio de analises
histoldgicas e espectroscopicas (ICP-OES).

3.1.7. Avaliar a regressao tumoral e a eficacia do tratamento com magnetohipertermia

mediada por NPM-HFn, por meio de avalia¢des clinicas e histopatoldgicas.
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4. MATERIAL E METODOLOGIA

4.1. SINTESE DO FLUIDO MAGNETICO (FM) - NPM-HFn

O fluido magnético NPM-HFn usado neste trabalho foi constituido por nanoparticulas
magnéticas de magnetita funcionalizadas com ferritina humana (HFn), como mostrado na figura
5. Essa amostra foi sintetizada e fornecida pelo grupo do Dr. Claudio Sangregorio, ICCOM - CNR,
Universidade de Florenca, Italia.

Primeiramente foi sintetizado o fluido magnético de magnetita (NPM) pela rota de
decomposicdo térmica do ferro acetilacetonato (Fe (acac)s) descrita por Sun e Zeng (2004),
modificando a composic¢do da mistura de reacéo e a curva de aquecimento. Em seguida, foi feita
a ligacdo com um ligante que permite a dispersdo em agua e expde o grupo funcional que permite
a ligacdo com a ferritina em sua superficie. Para isso, foi escolhido o ligante Acido-3-
aminopropilfosfonico (APPA), pois ele possui alta afinidade pelo 6xido de ferro e proporciona
uma ligacdo covalente estavel na superficie da NPM.

Para a juncdo da ferritina @ NPM coberta pelo APPA (NPM-APPA) foi utilizado o polietileno
glicol (PEG) que se liga covalentemente de um lado ao grupo amino presente no NPM-APPA e

do outro, ao grupo tiol (-SH) presente na superficie da HFn.

Figura 5 - Figura ilustrativa da NPM-HFn. O centro representa a nanoparticula de magnetita (NPM), a camada a
seguir representa o ligante Acido-3-aminopropilfosfonico (APPA), e os circulos externos representam a ferritina
(HFn) (Fonte: GUERRINI, 2017).

Para confirmar a jungéo da ferritina com a NPM (NPM-HFn) foi realizada eletroforese em gel

de agarose.
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4.2. CARACTERIZACAO DA AMOSTRA NPM-HFn

4.2.1. CARACTERIZACAO FiSICA E MAGNETICA DA AMOSTRA

Para determinar o diametro fisico e a morfologia das nanoparticulas foram realizadas
Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) e Espalhamento de luz dinamico (DLS). Foi
utilizada difracéo de raio X para confirmar se as nanoparticulas sintetizadas possuiam a estrutura
cristalina da magnetita. A carga de superficie foi avaliada utilizando o potencial zeta. Esses

métodos de caracterizacdo da amostra foram realizados pelo grupo do Dr. Claudio Sangregorio.

4.2.2. TERMOMETRIA IN VITRO

A capacidade de aquecimento da NPM-HFn a 10 mg/mL em cinco diferentes volumes (500
pL, 100 pL, 80 pL, 60 pL e 40 pL) foi investigada por meio da exposicao, in vitro, ao campo
magnético gerado pelo equipamento Magnetherm (Nanotherics) operando com capacitor B22 e
bobina de 17 voltas, frequéncia 332,3 kHz, 228 V e campo magnético de 342,75 G. Para

acompanhar as curvas de aquecimento foi utilizado um termémetro digital MINIPA® 2 canais.

4.3. ANALISE DA TOXICIDADE E DA BIODISTRIBUICAO DA NPM-HFn

4.3.1. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Neste trabalho foram utilizados camundongos fémeas da linhagem Swiss (Mus musculus)
com 5 meses de idade e peso inicial de 42,03 + 2,39 g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Goias (UFG). Os animais foram mantidos na sala de Manutencdo de
Animais do Laboratério NanoGEM, GEM, IB, UnB, durante todo o periodo experimental, sob
condicdes controladas com ciclo circadiano automatizado (12/12 horas claro/escuro) e temperatura
controlada de 22 + 2 °C, recebendo agua e racdo comercial balanceada ad libitum. Durante os
procedimentos experimentais, cada animal foi anestesiado com solucéo de ketamina (80 mg/Kg)
e xilazina (10 mg/Kg) por via intraperitoneal, no quadrante lateral inferior esquerdo de acordo
com o peso de cada animal na concentracdo de 4 mL/Kg do animal. A profundidade anestésica foi
verificada por meio da auséncia da retracdo da pata em resposta ao pingamento. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em Animais (CEUA) do IB, UnB, UnBDoc n°:
29574/2016 (Anexo 1).
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4.3.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Com o objetivo de avaliar a toxicidade e a genotoxicidade da NPM-HFn in vivo, foram
utilizados 30 camundongos fémeas, divididos aleatoriamente em 5 grupos (n = 6). A administracéo
da NPM-HFn foi realizada por via intraperitoneal (Figura 6) durante 8 dias consecutivos. A dose
administrada foi diferente em cada grupo, como descrito a seguir:

e grupo controle negativo (CN): foram administrados no peritdnio soro
fisiolégico 0,9%;

e grupo controle positivo (CP): foram administrados no peritdnio 40 mg/Kg de
MetilMetanoSulfonato (MMS);

e grupo com a menor concentracdo da NPM-HFn (C1): foram administrados no
periténio 6,25 mg/Kg da NPM-HFn;

e grupo com NPM-HFn (C2): foram administrados no periténio 12,5 mg/Kg da
NPM-HFn;

e grupo com a maior concentracdo da NPM-HFn (C3): foram administrados no
peritbnio 25 mg/Kg da NPM-HFn.

Figura 6 - Administracdo da NPM-HFn por via intraperitoneal.
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Foi escolhido o MMS para ser administrado no grupo positivo por ser um agente
mutagénico comumente utilizado e descrito pela Organizacdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econdmico (OECD) como uma substancia controle positiva tanto para o teste
cometa quanto para o teste de microntcleo (OECD, 2016). O grupo CP recebeu uma unica dose
do MMS no 8° dia de tratamento.

Apbs 24 horas da ultima administracdo da NPM-HFn os animais foram anestesiados e,
entdo, foi realizada a coleta do sangue por puncdo cardiaca, seguida pela eutanasia dos animais,
onde foram coletados os érgdos (baco, figado, pulmao, cérebro, rins e mama) e células da medula
de todos os animais (Figura 7).

Com o intuito de avaliar as alteracfes nos orgdos (baco, figado, cérebro, pulméo e rim),
foram obtidos 0s pesos absoluto e relativo desses 6rgaos. O peso relativo foi determinado a partir
do peso absoluto obtido na balanca e dividido pelo corporal do animal, usando a formula abaixo:

Peso bruto do 6rgao

Peso relativo =

100

Peso corporal do animal

(L () (L
EDEDEDEDEDADEDIDIED :;

A A A A A
¥

Hematologia
Micronucleo Histologia Bioquimica
ICP Cometa
ICP

Figura 7 - Delineamento experimental dos grupos C1, C2 e C3. Onde foram administrados a amostra NPM-HFn por
via intraperitoneal durante 8 dias consecutivos e 24h apds a Ultima administracéo foi feita a eutanasia, coleta do
sangue, dos 0rgdos e das células da medula dos animais (Adaptado de GUERRINI, 2017).
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4.3.3. ANALISES CLINICAS

Foram feitas observacGes do comportamento, peso e consumo de ragdo ao longo do periodo
de experimentagdo. O consumo de racéo foi avaliado nos dias 1, 5 e 9; o peso corporal dos animais
foi determinado durante os 9 dias experimentais. Além disso, os animais foram monitorados
guanto a sinais de toxicidade, como perda de peso, diminui¢do do consumo de racdo, diarreia,

Ulcera cutanea e mortes.

4.3.4. ANALISES HEMATOLOGICA E BIOQUIMICA

Com o objetivo de verificar qualquer alteracdo hematoldgica ou bioquimica devido a
administracdo da NPM-HFn, amostras de sangue foram coletadas, no dia da eutanasia, por meio
da puncdo cardiaca extracorpérea, segundo o Guia para o Cuidado e Uso de Animais de
Laboratério (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2010). Os animais foram anestesiados e
dispostos em decubito dorsal, e apds a assepsia do local com alcool 70% foi realizada a puncéo.
Foi coletado cerca de 1 mL de sangue, dos quais 100 pL foram colocados em um tubo Minicollect
(Greiner Bio-One, AUT) com anticoagulante Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) para
a realizacdo da andlise hematoldgica, cerca de 50 pL coletados em tubo Eppendorff para fazer o
teste cometa, cerca de 200 L para fazer a analise no ICP-OES (espectroscopia de emissdo Optica
com plasma) e o restante em outro tubo Minicollect com gel separador com ativador de coagulo
para serem feitas analises bioquimicas.

O sangue coletado para a analise hematoldgica foi rapidamente colocado no porta-tubo do
analisador hematoldgico de uso veterinario Sysmex pocH-100iV DiffTM (Sysmex, JAP). Os
parametros que foram analisados sdo: numero total de células brancas (WBC), nimero total de
células vermelhas (RBC), hematocrito (HCT), hemoglobina (HGB), volume corpuscular médio
(MCV), hemoglobina corpuscular média (MCH), concentragdo de hemoglobina corpuscular
média (MCHC), porcentagem de linfocitos (% linfocitos), porcentagem de neutréfilos e monocitos
(% neutrdéfilos+mondcitos), porcentagem de eosinofilos (% eosinoéfilos) e plaquetas (PLT).

Ja o sangue coletado para a analise bioquimica foi centrifugado a 5000 rpm durante 5 minutos
para a separacdo do soro e armazenado a -20°C até o dia da analise. Apds a calibracdo do
equipamento ChemWell-T (LabTest, BRA), as amostras de sangue foram analisadas para
quantificar enzimas que predizem a respeito das fungdes renais e hepaticas, como a Alanina
Aminotransferase (ALT), Aspartato Aminotransferase (AST), creatinina, fosfatase alcalina, além

da ureia e do ferro.
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Visto que para considerar os resultados de exames laboratoriais como anormais, é necessario
ter conhecimento da faixa de variacdo dos valores (valores normais ou de referéncia) em animais
sadios (THRALL et al., 2007), para estas analises foram considerados como referéncia nas
comparag0es, tanto o grupo controle negativo (CN: sem tumor e sem tratamento) quanto os valores
de referéncia para camundongos (EVERDS, 2007; QUIMBY & LUONG, 2007; THRALL et al.,
2007; VIANA, 2007).

4.3.5. ANALISE DE GENOTOXICIDADE

4.3.5.1. Teste de Micronucleo
Para a coleta das células da medula dssea, os dois fémures dos camundongos foram removidos,

as epifises cortadas e as células coletadas em um Eppendorf de 2 mL com o auxilio de uma seringa
contendo 1 mL de soro fetal bovino. Primeiramente, estas células foram centrifugadas a 1000 rpm
por 10 minutos, o excesso do sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido no
restante do sobrenadante, sendo uma gota dessa suspensao utilizada para fazer o esfregaco na
lamina. Apos as laminas estarem secas, foram fixadas em alcool metilico durante 7 minutos e
coradas com Giemsa também por 7 minutos.

As células foram avaliadas quanto a presenca ou auséncia de microntcleos e quanto a possivel
citotoxicidade ocasionada pela exposicdo ao nanomaterial em teste. Para tal propdsito os
eritrécitos policromaticos (EPC) e normocromaticos (ENC) foram contados e obtida a relacéo
EPC/ENC.

Foi utilizado o microscépio de luz Carl Zeiss Axio Vision 4.8.2 SP 2 com aumento de 1000x
para analisar as células. Foram contadas 4000 células por animal, com o auxilio de um contador
manual, para avaliar a frequéncia de micronucleos, de acordo com a diretriz 474 da OECD (2016).
Foi avaliada a citotoxicidade por meio da percentagem de EPC (%EPC). Ao se atingir a contagem
de 2000 células, a quantidade de EPC e ENC eram registradas e a %EPC calculada usando a

formula abaixo.

EPC
EPC+ENC

%EPC = x 100

4.3.5.2. Teste Cometa
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Como mencionado anteriormente, as células sanguineas também foram coletadas para o teste
cometa. Primeiramente, as laminas foram imersas em agarose a 1,5%. O sangue foi misturado com
100 pL de SFB e centrifugado a 5000 rpm durante 5 minutos e apds a centrifugacdo, 80 pL do
sobrenadante foram retirados e o restante foi ressuspendido. Em seguida, 20 pL dessa amostra
ressuspendida foram misturados e homogeneizados com 120 pL de agarose com baixo ponto de
fusdo 0,5% a 37 °C. Entdo, 60 pL desse sangue em agarose foram colocados nas laminas
previamente preparadas com agarose e recobertos com uma laminula para distribuir o material. As
laminas permaneceram na geladeira por 10 minutos para uma total solidificacdo da solugdo. A
laminula foi, ent&o, retirada e as células foram lisadas por uma solucdo de lise (NaCl 2,5 M, EDTA
100 mM, Tris 10 mM, N-laurolyl sarcosine 1%, pH 10, Triton X-100 1% e DMSO 10%) durante
1 hora a temperatura ambiente.

Para a preparacdo do controle positivo, as laminas foram imersas em uma solucdo de agua
oxigenada e PBS (20 pL de H20 e 15 mL de PBS) durante 8 minutos. Passado esse periodo, as
laminas foram lavadas com PBS gelado.

Posteriormente, as laminas foram colocadas em uma cuba de eletroforese contendo solucéo
tampdo alcalina (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH > 13), que permite o desenrolamento do
DNA, durante 20 minutos a 4°C. Em seguida foi realizada a eletroforese a 0,8 mV/cm, também
por 20 minutos. Ap6s a corrida, as laminas foram colocadas em solucao de neutralizagdo durante
5 minutos; em seguida, foi retirada a solucéo, as laminas descansaram por mais 5 minutos e esse
procedimento foi repetido 3 vezes. SO entdo as laminas foram fixadas em alcool etilico 100%
durante 7 minutos. Para a coloracdo foi utilizado o brometo de etidio a 20 pg/mL, um corante
intercalante com o0 DNA.

As laminas foram analisadas de acordo com a diretriz 489 da OECD (2016), usando o
microscopio de fluorescéncia Zeiss Axioskop 2 e fotos foram tiradas com a cdmera Zeiss AxioCam
MRc com o software Zen Lite 2012. Para a anélise da porcentagem de fragmentacdo do DNA
foram tiradas 100 fotos aleatorias das células de cada animal e para isto foi utilizado o software

CometScore versao 2.0.0.38.

4.3.6. ANALISE HISTOPATOLOGICA

Ap0s a coleta do sangue, os animais foram eutanasiados e o0s seguintes 6rgéos foram coletados:
figado, baco, rins, mama, pulméo e cérebro. A coleta foi realizada cuidadosamente e apos a
retirada dos 6rgéos, estes foram lavados em solucdo salina 0,9% para eliminar o excesso de sangue
e de residuos e foram rapidamente fixados. Os fragmentos do baco, figado e cérebro foram fixados
em solucdo de Davidson (9 partes da solugéo de estoque — 400 mL de formaldeido a 37%, 200 mL
de glicerina, 600 mL de etanol 95% e 600 mL de agua destilada — e uma parte de acido acético
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glacial (SHAW & BATTLE, 1957)) durante 24h a temperatura de 4°C, enquanto os demais tecidos
foram fixados em solucdo formaldeido a 4% tamponado (pH 7,0) durante 24h a temperatura
ambiente (MONGE-FUENTES, 2009). Apos a fixacdo, os orgaos foram desidratados utilizando
concentragdes crescentes de alcool etilico (70% a 100%), em seguida diafanizados em solucéo
alcool absoluto e xilol 1:1 e depois em xilol puro durante 45 minutos sob agitacdo em cada solucgéo.
Em seguida, foram incluidos em parafina por meio de trés banhos por 1 hora cada em estufa a 60
°C. Apos este processo, os orgaos foram emblocados individualmente em parafina.

Em sequéncia, os tecidos foram seccionados com espessura de 5 pm utilizando o micrétomo
Leica modelo RM2125RT (Leica, ALE). Foram realizados trés cortes consecutivos, onde foram
preparadas trés ldminas para cada 6rgdo, onde uma lamina foi corada com Hematoxilina e Eosina
(H&E), outra com Perls e a tltima lamina mantida como reserva.

Para a coloragcdo com H&E, os cortes foram colocados em estufa para retirada do excesso de
parafina e melhor fixacdo do corte na lamina, depois foram desparafinizados com trés banhos em
xilol por 3 minuto em cada banho, hidratados em concentragcdes decrescentes em alcool etilico
(100%, 90%, 80% e 70%) durante 1 minuto em cada, em seguida foram coradas, primeiramente,
na hematoxilina e lavadas em agua corrente e, posteriormente, coradas em eosina, para, entéo,
serem novamente desidratados em alcool e xilol. Ap6s o dltimo banho no xilol, foi feita a
montagem das laminas utilizando verniz incolor (Acrilex, BRA) e laminula, e secagem a
temperatura ambiente.

Todas as laminas foram analisadas utilizando-se o microscopio de luz Olympus BX41 e
fotografadas digitalmente com a cadmera Opticam para avaliar quaisquer possiveis alteracdes
morfolégicas de acordo com as peculiaridades de cada 6rgdo. Cada alteracdo foi graduada em:
ausente (-) discreta (+), moderada (++) e intensa (+++).

4.3.7. ANALISE DA BIODISTRIBUICAO

4.3.7.1. Coloracéo de Perls

Para avaliar a biodistribuicdo da NPM-HFn foi realizada a coloragédo das laminas histologicas
por Perls, onde o ferro é marcado em azul por meio da interacdo dos ions do ferrocianeto de
potassio presentes no corante com os ions férricos presentes nas células.

Para a coloracao de Perls as laminas passaram por um processamento descrito na Tabela 1. As

laminas foram montadas da mesma forma como descrito anteriormente.
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As laminas foram analisadas utilizando o microscopio de luz Carl Zeiss Axio Vision 4.8.2 SP

2 e fotografadas. Os orgéaos foram avaliados de acordo com a auséncia (-) e presenca discreta (+),

moderada (++) e intensa (+++) quantidade de ferro. Estes dados foram usados para a andlise

estatistica.

Tabela 1 — Protocolo para coloracdo com Perls.

Processo Tempo
Xilol 1 5 minutos
Xilol 2 3 minutos
Xilol 3 1 minutos
Alcool 100% 1 1 minutos
Alcool 100% 2 1 minutos
Alcool 90% 1 minutos
Alcool 80% 1 minutos
Alcool 70% 1 minutos
Agua Destilada 1 minutos
Ferro Cianeto 2% 5 minutos
Ferro Cianeto 2% + HCL 1% (1:1) 15 minutos
Agua Destilada 1 minutos
Vermelho Neutro 5 minutos
Agua Destilada 3 minutos
Alcool 70% 1 minutos
Alcool 80% 1 minutos
Alcool 90% 1 minutos
Alcool 100% 1 2 minutos
Alcool 100% 2 2 minutos
Xilol 1 1 minutos
Xilol 2 1 minutos
Xilol 3 1 minutos

4.3.7.2. Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma (ICP-OES)
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Para determinar a concentracdo de ferro em cada orgdo foi realizada analise por
Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma (ICP-OES), utilizando o equipamento
PerkinElmer® Optima™ 8000 (PerkinElmer, EUA).

No dia da eutanasia, os 6rgdos foram coletados, retirado todo sangue residual, pesados e
divididos ao meio com o auxilio de um bisturi, onde o fragmento direito e rim direito foram usados
para a histologia e o fragmento esquerdo e rim esquerdo foram pesados e colocados em um tubo
Eppendorf e congelados para posterior analise no ICP-OES.

Ap0s o congelamento, os 6rgdos foram secos utilizando o equipamento Eppendorf Vacuum
Concentrator Plus (Eppendorf, Reino Unido) até total secagem. Em seguida os 6rgdos foram
digeridos utilizando 1 mL de Acido Nitrico 65% durante 24 horas em temperatura ambiente, até a
total digestdo. Foram, entdo, colocados 150 uL da amostra do 6rgédo digerido em um tubo Falcon
com 9,85 mL de agua ultrapura. A amostra final foi analisada pelo prof. Dr. Marcelo Henrique
Sousa para determinacdo da concentracdo de ferro no Laboratério Nanotecnologia Verde,

Faculdade de Ceilandia, Universidade de Brasilia, conforme descrito em SOUSA et al., 2011.

4.4, EEICACIA DA NPM-HFn PARA O TRATAMENTO DE ADENOCARCINOMA
MAMARIO DE EHRLICH

4.4.1. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Nesta parte do trabalho foram utilizados camundongos fémeas da linhagem Swiss (Mus
musculus) com 3 meses de idade e pesando 40 + 5g, também provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Goids (UFG). Os animais foram mantidos na sala de Manutencdo de
Animais do Laboratério NanoGEM, GEM, IB, UnB, conforme mencionado no item 4.3.

Para avaliar o potencial terapéutico da NPM-HFn, foram utilizados 48 camundongos Swiss

fémeas (Figura 8). Os animais foram aleatoriamente divididos em 8 grupos (n=6):

e controle saudavel (Ctr): camundongos sem tumor que receberam administracao
endovenosa de soro fisiologico 0,9%;

e grupo com a NPM-HFn endovenosa (NP(EV)): camundongos sem tumor que
receberam a administragdo endovenosa da NPM-HFn;

e grupo controle tumor (T-Ctr): camundongos com tumor que receberam a

administracdo intratumoral de soro fisiologico 0,9%;
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grupo com tumor e NPM-HFn intratumoral (T-NP(IT)): camundongos com tumor
que receberam a administragdo intratumoral da NPM-HFn;

grupo com tumor e NPM-HFn endovenoso (T-NP(EV)): camundongos com tumor
que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn;

grupo com tumor, NPM-HFn endovenoso e exposto ao CMA (T-NP(EV)AFM):
camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn
e foram expostos ao campo magnético alternado;

grupo com tumor, NPM-HFn intratumoral e exposto ao CMA (T-NP(IT)AFM):
camundongos com tumor que receberam a administracao intratumoral da NPM-HFn
e foram expostos ao campo magnético alternado;

grupo com tumor e exposto ao CMA (T-AFM): camundongos com tumor que
receberam a administracdo intratumoral de soro fisioldgico 0,9% e foram expostos
ao campo magneético alternado.

C d Tumor
ATHIDCONSo implantado
2 /\.’\f\
Injecdo de I\/f amp tc')
MNP-HFn e
Alternado

T-NP(IT) T-NP(EV)

T-NP(IT)-AFM T-NP(EV)-AFM

Figura 8 - Esquema mostrando todos os grupos experimentais. Ctr: Camundongos sem tumor que receberam
administracdo endovenosa de soro fisioldgico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a
administracdo endovenosa da NPM-HFn ; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administracdo
intratumoral de
intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da
NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral de soro fisiolégico 0,9%

soro fisiolégico 0,9% ; T-NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administracdo
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e foram expostos ao campo magnético alternado ; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a
administracdo intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(EV)-AFM:
Camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn e foram expostos ao campo
magnético alternado (Adaptado de GUERRINI, 2017).

4.4.2. INDUCAO TUMORAL

O tumor ascitico de Ehrlich (TAE) foi mantido por repiques em camundongos Swiss, atraves
da inoculacdo de 1 x 10° células do TAE congeladas em 100 pL por via intraperitoneal. Apds 8
dias, os indculos foram obtidos através da puncéo intraperitoneal do fluido ascitico. A viabilidade
celular destes in6culos foi verificada utilizando o Azul de Tripan 0,2% e com o auxilio da Camara
de Neubauer, sendo feita a contagem do nimero de células por mL. Para isso, as células coletadas
do peritonio foram diluidas 1:10 em PBS, e em seguida foi realizada outra diluicdo 1:100 em PBS.
Depois 10 pL da suspensdo 1:100 foram retirados e misturados em 10 pL do azul de Tripan e 10
pL dessa solucdo foram colocados na camara de Neubauer. As celulas ndo coradas (celulas
viaveis) foram contadas nos quatro quadrantes laterais e utilizando a férmula abaixo a
concentracdo de células foi determinada. A concentracdo celular dos indculos foi ajustada com
PBS estéril.

Numero de células contadas 4 L , ,
X 10% X Fator de dilui¢do X 2 = Numero de células/mL

Numero de quadrantes

Apos a obtencdo de células do TAE frescas, os animais foram anestesiados, como descrito
anteriormente, e realizada a inoculacdo ortotopica (ROMERO, 2015): o animal foi acomodado em
um suporte adequado e, entdo, foram injetadas 1 x 107 células tumorais no ducto lactifero principal
da quinta glandula mamaria direita do camundongo, com o auxilio de uma lupa, visando a inducéo

do tumor em sua forma solida.

4.4.3. TRATAMENTO POR MAGNETOHIPERTERMIA (MHT)

Para o tratamento foi utilizado o equipamento CMagMHG gerador de campo eletromagnético
de frequéncia alternada (Patente: Pl 0204433-1, GUEDES et al., 2004) desenvolvido por nosso
grupo de pesquisa, que opera a uma radiofrequéncia de 1 MHz em uma amplitude de 40 Oe e com

intensidade de corrente elétrica de 1 A/m.
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O tratamento teve inicio 24 horas ap6s a implanta¢do do tumor, quando o tumor j& era palpavel,
como ja padronizado previamente por Romero (2015). Foram realizadas cinco administracGes da
NPM-HFn, uma a cada 48 horas (totalizando 5 administracbes da NPM-HFn) e os animais foram
expostos ao campo magnético de frequéncia alternada (CMA), uma a cada 24 horas, sendo a
primeira delas logo ap6s a primeira administracdo da amostra magnetica (Figura 9). Os animais
foram expostos durante 30 minutos a0 campo magnético. E importante ressaltar que o grupo que
recebeu a NPM-HFn por via endovenosa (T-NP(EV)-AFM) foi exposto ao campo apds 24h da
administracdo da NPM-HFn. Cada grupo foi subdividido em dois (n=3), sendo os animais de um
deles eutanasiados 2 dias ap6s o Ultimo tratamento, enquanto no outro grupo a eutanasia ocorreu

28 dias ap0os o ultimo tratamento.
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Figura 9 - Delineamento experimental dos grupos T-NP(EV)-AFM e T-NP(IT)-AFM, onde foram admlnlstradas 5 doses da
NPM-HFn e foram expostos por 10 dias ao campo magnético alternado durante 30 minutos. Ao final do tratamento, os grupos
foram separados em dois subgrupos (n=3), um dos subgrupos foi eutanasiado e feita a coleta do sangue e dos 6rgdos apds 2
dias e o outro subgrupo foi eutanasiado 28 dias ap6s o Ultimo tratamento (Adaptado de GUERRINI, 2017).

Cada grupo recebeu uma dose diferente da NPM-HFn a 10 mg/mL, e os animais do grupo Ctr
receberam soro fisiologico a 0,9% por via endovenosa, enquanto os grupos T-Ctr e T-AFM
receberam soro por via intratumoral. Detalhes do protocolo de tratamento estdo descritos na Tabela
2.

Tabela 2 - Protocolo utilizado no tratamento; detalhes sobre a administracdo da NPM-HFn e do soro fisioldgico
nos animais controle.

Grupo Dial Dia 3 Dia 5 Dia7 Dia 9

Ctr 80 pL 80 pL 80 pL 80 uL 80 uL
NP(EV) 80 pL 80 pL 80 uL 80 pL 80 pL
T-Ctr 100 pL 80 uL 60 pL 80 uL 60 uL
T-NP(IT) 100 pL 80 uL 60 pL 80 uL 60 uL
T-NP(EV) 80 pL 80 pL 80 uL 80 pL 80 pL
T-NP(EV)-AFM 80 pL 80 pL 80 pL 80 pL 80 pL
T-NP(IT)-AFM 100 pL 80 uL 60 pL 80 uL 60 uL
T-AFM 100 pL 80 puL 60 pL 80 uL 60 uL
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Testes preliminares determinaram a dose maxima de 80 pL por via endovenosa sem que
houvesse extravasamento da NPM-HFn. A aplicacdo endovenosa foi realizada sempre na veia
caudal lateral como demonstrado na figura 10.

Figura 10 - Foto da cauda do animal logo ap6s a administracdo endovenosa de 80 pL da NPM-HFn. Seta mostra o
local de administracéo.

4.4.4. AVALIACAO DO CRESCIMENTO TUMORAL
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Com o auxilio de um paquimetro digital milimetrado, o tumor foi mensurado a cada 24 horas
antes da administracdo da amostra NPM-HFn, até o dia da eutanasia. O volume tumoral foi

calculado conforme a formula abaixo (SCHUH, 2004):

Volume = (Comprimento) x (Largura) 2x 0,5

Ap0s a eutandsia, o tumor, baco, pulmao, rim e figado coletados foram pesados utilizando uma

balanca analitica modelo OHAUS®220 ¢ 0 peso relativo foi calculado usando a férmula abaixo:

Peso bruto do 6rgao

Peso relativo = x 100

Peso corporal do animal

4.4.5. ANALISE CLINICA

Foram feitas anotacOes das observagdes sobre alteracdes clinicas e comportamentais, e
acompanhamento do peso dos animais ao longo do periodo de até 30 dias apds o inicio dos

tratamentos. Os camundongos foram pesados diariamente antes do tratamento utilizando uma

balanga digital modelo OHAUS®220.

4.4.6. ANALISE HEMATOLOGICA E BIOQUIMICA

Para verificar se houve toxicidade devido a aplicacdo da NPM-HFn em animais portadores
do adenocarcinoma mamario, analises hematoldgicas e bioquimica foram realizadas. Os analitos
avaliados foram: nimero total de células brancas (WBC), numero total de células vermelhas
(RBC), hematdcrito (HCT), hemoglobina (HGB), volume globular médio (MCV), hemoglobina
globular media (MCH), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (MCHC), porcentagem
de linfocitos (% linfocitos), porcentagem de neutrofilos e monacitos (% neutrdfilos+monocitos),
porcentagem de eosindfilos (% eosindfilos) e plaquetas (PLT), Alanina Aminotransferase (ALT),
Aspartato Aminotransferase (AST), creatinina, ferro sérico e ureia.

Os animais foram anestesiados para fazer a coleta do sangue por puncéo cardiaca e 0s

analitos foram analisados como descrito no item 4.3
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4.4.7. ANALISE HISTOPATOLOGICA

Apds a coleta do sangue, os animais foram eutanasiados e foram coletados o0s seguintes 6rgaos:
figado, baco, rins, linfonodo subiliaco direito, pulméo, cérebro e tumor. A eutanésia, a coleta dos
6rgdos, a fixacdo e o protocolo de processamento e colora¢do por H&E, assim como a avalia¢éo
morfoldgica dos 6rgdos coletados seguiram os procedimentos descritos no item 4.3.

Para a andlise do tumor (Figura 11) e do linfonodo subiliaco (Figura 12), foi calculada a area

do tumor (mm?) e a area de necrose (mm?) usando o software ImageJ conforme figuras abaixo.

pele

Fo TOt Fort Ress
Ared  Mean M Max
1 4119 BEATY 48 148

Figura 11 - Area do tumor (mm?) na parede abdominal demarcada por linha amarela no programa Image J.

Results - ‘O
File Edit Font Results

|area [mMean  [Min [Max |
1 0235 100054 65 133

Figura 12 - Area da necrose do tumor (mm?) no linfonodo demarcada por linha amarela no programa Image J.
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4.4.8. ANALISE DE BIODISTRIBUICAO

Para avaliar a biodistribuicdo de NPM-HFn nos animais portadores de tumor ou submetidos a
tratamento, foram refeitos os procedimentos de histologia com coloracéo de Perls descritos no
item 4.3.

4.4.9. ANALISE ESTATISTICA

As varidveis foram testadas para distribuicdo normal com o teste de Shapiro-Wilk.
Possiveis diferencas entre os grupos analisados foram investigadas pelos testes ANOVA ou
Kruskal-Wallis (quando os dados ndo estavam normalmente distribuidos). Para resultados
significativos com ANOVA, o teste de Tukey (post-hoc) foi escolhido para realizar as
comparagdes multiplas entre os grupos. Para os resultados significativos com o teste de Kruskal-
Wallis, foi usado o teste de Mann-Whitney para verificar diferencas entre 2 grupos (comparagdes
2 a 2). Para as comparag0es entre 0s subgrupos 2 e 28, os testes T para amostras independentes
(dados normalizados) e de Mann-Whitney (dados ndo-normalizados em pelo menos uma das
varidveis de um dos subgrupos) foram usados. O programa estatistico utilizado foi o IBM SPSS
Statistics versao 22. Os graficos apresentando os dados analisados foram desenvolvidos utilizando
o programa GraphPad Prism 5. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas
com p < 0,05.
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S. RESULTADOS

5.1. SINTESE E CARACTERIZACAO DA AMOSTRA NPM-HFn

5.1.1. AVALIACAO DA ASSOCIACAO DA FERRITINA A NPM

A eletroforese em gel de agarose (Figura 13) mostra que a ferritina livre (HFn) pode correr
até o final do gel, enquanto que a NPM-HFn permaneceu no topo do gel. Além disso, a coloragéo
azul fornecida pelo corante Kumasi blue ao interagir com proteinas, confirmou a presenca da
ferritina associada as NPM no poco correspondente a NPM-HFn,

MNP-HFn —

HFn

Figura 13 - — Imagem do gel de agarose apds a coloragdo com Kumasi blue. A ferritina (HFn) livre correu até o final,
enquanto a NPM-HFn permaneceu no topo do gel (Fonte: GUERRINI, 2017).
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5.1.2. CARACTERIZACAO DA AMOSTRA NPM-HFn

A andlise da morfologia das nanoparticulas por Microscopia Eletronica de Transmissao
mostrou que as NPM possuem diametro médio de 12,7 £ 0,7 nm com um formato arredondado e

com caracteristicas monodispersas (Figura 14).

“ ‘ o . : l_.x-“‘* 7 ey
Figura 14 - Imagem de Microscopia Eletronica de Transmissdo das NPM e distribuicdo dos didmetros
correspondentes, obtida através da estatistica da contagem de 1200 nanoparticulas. O didmetro médio é dTEM = 12,7
+ 0,7 nm; A linha roxa representa o ajuste a uma funcéo log normal com dLN = 12,7 £ 0,8 nm (Fonte: GUERRINI,
2017).

A andlise da difracdo de raio X mostrou que a NPM produzida possui a estrutura cristalina

da magnetita, confirmando a boa qualidade da amostra (Figura 15).

T .
25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Angle (20)

Figura 15 - Difragdo de raio X (DRX) da NPM. As barras vermelhas representam o padrdo da magnetita (Fonte:
GUERRINI, 2017).

Para saber o diametro hidrodinamico da NPM-HFn foi feito o Espalhamento de Luz
Dinamico (DLS). O diametro de 70 nm da NPM-HFn confirma que a ligacdo da HFn com a NPM
foi bem-sucedida. E importante ressaltar que todas as amostras foram caracterizadas por uma
distribuicdo simples e nenhuma aglomeracédo foi notada. O potencial zeta foi de -21,3 mV (Figura
16).
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Figura 16 - Distribuicdo do didametro das amostras através do DLS. (A) representa a amostra NPM. (B) representa a
amostra NPM-HFn. (D) Valores do resultado do DLS e do potencial zeta, Valores do Diametro Hidrodinamico, indice
de polidispersdo e potencial zeta estdo descritos na tabela. dH indica o diametro hidrodinamico, Pdl indica o indice
de polidispersdo e ZPOT indica o potencial zeta (Adaptado: GUERRINI, 2017).

5.1.3. Termometria in vitro

Durante a obtencéo das curvas de aquecimento foi observado que as concentragdes de 0,6
(60 pL), 0,8 (80 puL) e 1 mg (100 pL) de ferro foram as concentracdes que atingiram e mantiveram
a temperatura desejada de aproximadamente 43°C (Figura 17).
e O volume de 500 pL (5 mg de ferro) alcancou a temperatura de 40 °C apés 4,3
minutos e atingiu a temperatura méxima de 53,39 °C;
e O volume de 100 pL (1 mg de ferro) alcancou a temperatura de 40 °C apds 5,25
minutos e atingiu a temperatura maxima de 45,34 °C;
e O volume de 80 pL (0,8 mg de ferro) alcancou a temperatura de 40 °C apds 8,35
minutos e atingiu a temperatura maxima de 43,16 °C;
e O volume de 60 pL (0,6 mg de ferro) alcangou a temperatura de 40 °C ap06s 8,45
minutos e atingiu a temperatura maxima de 42 °C;

e O volume de 40 pL (0,4 mg de ferro) alcancou a temperatura maxima de 37,65 °C.
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Figura 17 - Curva de aquecimento da amostra NPM-HFn exposta ao campo magnético alternado na frequéncia de
332,3 kHz, 228 V e campo magnético de 342,75 G, durante 30 min.

Com esses resultados foi possivel determinar as doses a serem administradas por via
intratumoral que, além de fornecerem melhor aquecimento apresentam volumes adequados para

administracdo intratumoral (item 5.4).

5.2 ANALISE DA TOXICIDADE DA NPM-HFn

5.2.1. ANALISE DOS PARAMETROS CLINICOS

A avaliagéo do peso corporal (Figura 18) mostra que os animais de todos 0s grupos, mesmo
apos a administracao da NP-HFn por via intraperitoneal, mantiveram o peso inicial, sem diferencas

estatisticamente significativas (p > 0,05).

40



| -+ CN

o] <EEEEEELS = o

] -+ C1

230+ > 2

E - 3
a 20 1
10

ﬂ T T T T T T

NS kB R A DD

Tempo (Dias)

Figura 18 - Variag¢do do peso corporal durante o tratamento com NPM-HFn administrada via intraperitoneal por 8
dias consecutivos. CN: camundongos que receberam soro fisioldgico a 0,9%; CP: camundongos que receberam 40
mg/Kg de MetilMetanoSulfonato (MMS); C1: camundongos que receberam 6,25 mg/Kg da NPM-HFn; C2:
camundongos que receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; C3: camundongos que receberam 25 mg/Kg da NPM-HFn.
Valores representados como média = EPM. As andlises estatisticas do grupo CP foram feitas utilizando o teste
Kruskal-Wallis, enquanto que as analises dos grupos CN, C1, C2 e C3 foram feitas utilizando o teste One-way
ANOVA com pds-teste Tukey (p > 0,05).

Quanto ao consumo de racdo, foi observado que no quinto dia de tratamento, no grupo em
que foi administrada a maior dose da NPM-HFn, C3, houve diminuicdo significativa em
comparagdo com o grupo controle saudavel, CN. Mas, no 9° dia de tratamento esse consumo de

racdo ja ndo apresentava essa diferenca, como mostrado na Figura 19.
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Figura 19 - Racdo consumida por grupo experimental durante o tratamento com NPM-HFn administrada via
intraperitoneal por 8 dias consecutivos. CN: camundongos que receberam soro fisioldgico a 0,9%; CP: camundongos
que receberam 40 mg/Kg de MetilMetanoSulfonato (MMS); C1: camundongos que receberam 6,25 mg/Kg da NPM-
HFn; C2: camundongos que receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; C3: camundongos que receberam 25 mg/Kg da
NPM-HFn. Valores representados como média = EPM. As analises estatisticas foram feitas utilizando o teste Kruskal-
Wallis. * significa p < 0,05.

5.2.2. ANALISE GENOTOXICA

5.2.2.1. Teste de Micronucleo

As frequéncias de eritrdcitos policromaticos micronucleados observadas nos camundongos

tratados com NPM-HFn estéo representados na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados do teste do microntcleo (MN) em camundongos Swiss fémeas apds o tratamento com
NPM-HFn administrada via intraperitoneal por 8 dias consecutivos. O controle negativo (CN) recebeu soro
fisiol6gico a 0,9%, enquanto o controle positivo (CP), 40 mg/Kg de metilmetanosulfonato (MMS) em uma Gnica
dose intraperitoneal no 8° dia de tratamento.

Eritrdcitos Policrométicos (EPC)

Grupo indice de Proliferacdo
MN-EPC Celular (%EPc;;
CN 3,20+ 1,77 83,60 + 5,83
CP 4,20+ 1,96 69,29 + 6,01
C1 2,00+1,48 71,55 + 4,88
C2 2,20+ 1,96 79,70 = 7,64
C3 0,67 +£0,49 82,54 +1,80
P-valores 0,680 0,242

Os dados correspondem a média e ao erro padrao da média (EPM). C1= camundongos que receberam 6,25 mg/Kg da
NPM-HFn; C2: camundongos que receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; C3: camundongos que receberam 25 mg/Kg
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da NPM-HFn; MN-EPC: frequéncia de microntcleos nos eritrdcitos policromaticos; %EPC: percentagem de
eritrdcitos policromaticos. Os p-valores foram gerados por ANOVA (%EPC) e pelo teste de Kruskal-Wallis (MN-
EPC).

A comparacdo da frequéncia de micronucleos entre 0s grupos ndo apresentou nenhuma
significancia estatistica, o que indica que a NPM-HFn nas concentragdes testadas ndo induziu dano
cromossémico estrutural ou numérico em eritrocitos imaturos. A substancia MMS utilizada no
controle positivo, na concentracdo utilizada (40 mg/mL) mostrou tendéncia para aumentar esse

valor, mas a diferenga néo foi significativa.

5.2.2.2. Teste Cometa

Os resultados do teste cometa, apds tratamento dos animais com NPM-HFn, estdo
mostrados na Figura 20 e estdo representados como medias e erro padrdo da média de dano total
(% de DNA na cauda).

COMETA

80 -

Fragmentacio de DNA na cauda (%)

Figura 20 — Resultado do teste cometa apds o tratamento com NPM-HFn administrada via intraperitoneal por 8 dias
consecutivos. CN: camundongos que receberam soro fisioldgico a 0,9%; CP: camundongos que receberam 40 mg/Kg
de MetilMetanoSulfonato (MMS); C1: camundongos que receberam 6,25 mg/Kg da NPM-HFn; C2: camundongos
que receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; C3: camundongos que receberam 25 mg/Kg da NPM-HFn. Os valores de
p foram gerados usando ANOVA. As letras minuUsculas indicam diferencas significativas detectadas pelo teste de

Foi observado aumento significativo da porcentagem de dano no DNA das células da
medula 0ssea, apenas no grupo positivo (CP), tratado com MMS, em comparagdo com 0 grupo
saudavel (CN). Ndo foram observados danos significativos nos grupos tratados com a amostra
NPM-HFn.
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5.2.3. ANALISE HEMATOLOGICA

Na analise dos hemogramas obtidos apds os tratamentos com NPM-HFn (Tabela 4),
constatou-se que houve alteracbes nas varidveis hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentracdo hemoglobinica corpuscular média (CHCM), e percentagens de linfécitos e
neutrofilos + monacitos.

Quando comparados com o grupo controle negativo (CN), as alteracdes hematoldgicas
encontradas apds os tratamentos foram: diminuicdo significativa da hemoglobina corpuscular
média (HCM; p= 0,008) e da concentracdo hemoglobinica corpuscular média (CHCM; p= 0,016)
no grupo C2, o mesmo ocorrendo com CHCM no grupo C3 (p= 0,024); reducéo significativa da
percentagem de linfocitos nos grupos C1 (p= 0,037) e C3 (p=0,010); e aumento significativo de
neutrofilos + mondcitos no grupo C3 (p= 0,000).

A reducdo significativa da % de linfécitos (p= 0,037) também foi observada no grupo C3,
quando comparado ao grupo controle positivo (CP), ndo havendo diferengas significativas nos

parametros hematoldgicos entre os grupos de tratamento C1, C2 e C3.

Tabela 4 - Analises hematoldgicas de camundongos Swiss fémeas saudaveis apds o tratamento com NPM-HFn
administrada via intraperitoneal por 8 dias consecutivos. O controle negativo (CN) recebeu soro fisiolégico a
0,9%, enquanto o controle positivo (CP), 40 mg/Kg de metilmetanosulfonato (MMS) em uma Unica dose
intraperitoneal no 8° dia de tratamento.

CN cp c1 c2 c3 o orec
Eritrograma
Eritrdcitos (x 0,819
108/uL) 8,33+0,32 8,48 + 0,21 7,98 +£0,31 8,47 £ 0,45 8,20+ 0,33
HGB (g/dL) 12,33+ 0,34 12,12 £ 0,37 11,65+ 0,59 11,57 £ 0,62 11,57 £ 0,50 0,594
HCT (%) 31,22+0,98 31,85+0,90 30,20+ 1,24 31,05+1,81 30,52 +1,32 0,781
VCM (fL) 37,53 £ 0,49 37,60 £ 0,69 37,80 £ 0,23 36,65+ 0,55 37,23+0,41 0,532
HCM (pg) 14,90 £ 0,25 14,32 £ 0,30 14,58 + 0,22 13,67 £ 0,20™ 14,10 £ 0,17 0,011
CHCM (g/dL) 39,55 + 0,56 37,98 +0,16 38,52+ 0,51 37,32 £ 0,36 37,92 £ 0,25 0,021
Leucograma
Leucdcitos 0,074
totais (x 10%/uL) 3,13 0,37 2,65+1,05 4,87+0,71 4,97 +0,61 3,82 +0,23
Linfocitos (%) 76,08 * 4,26 69,43 £ 4,62 66,95 + 4,55™ 68,15 + 1,93 54,55 + 4,662 0,022
Neutrofilos + 44,88 + 0,001
Monécitos (%) 20,72 + 2,06 28,80+ 4,14 30,92 + 3,44 30,77 £ 2,35 4,50™a"®
Eosinofilos (%) 3,20+ 2,45 1,77 £ 0,80 2,13+1,67 1,08 + 0,56 0,57 £0,16 0,807
Plaquetas
PLT (x 10%ulL) 1013,17 + 145,45 893,33 + 81,26 990,67 + 140,29 1326,17 +175,02  1048,50+ 63,88 0,160

Os dados correspondem a média e ao erro padrdao da média (EPM). CN: controle negativo (camundongos que
receberam soro fisiolégico a 0,9%); CP: controle positivo (camundongos que receberam 40 mg/Kg de
metilmetanosulfonato - MMS); C1= camundongos que receberam 6,25 mg/Kg da NPM-HFn; C2: camundongos que
receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; C3: camundongos que receberam 25 mg/Kg da NPM-HFn; HGB:

44



Hemoglobina; HCT: Hematocito; VCM: Volume Corpuscular Médio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Média;
CHCM: Concentragdo Hemoglobinica Corpuscular Média; PLT: plaquetas; g/dL: gramas por decilitros; fL:
fentolitros; pg: picograma. Os valores de p de eritrocitos, MCV, MCH, leucocitos totais e neutréfilos + mondcitos
foram gerados por ANOVA, enquanto os demais p-valores foram gerados pelo teste de Kruskal-Wallis. As letras
minusculas indicam diferencas significativas a nivel de *p < 0,05 e **p < 0,01 detectadas pelos testes de Tukey (HCM,
neutréfilos + mondcitos) e de Mann-Whitney (CHCM, % linfécitos), sendo a= significativo comparado com o grupo
CN; b= significativo comparado com o grupo CP.

5.2.4. ANALISE BIOQUIMICA

Na analise bioguimica dos animais tratados com NPM-HFn, observou-se que houve
alteracdes nas variaveis TGO (AST) e fosfatase alcalina, quando comparados com o grupo
controle negativo (CN); houve aumento significativo nos valores de TGO (AST) nos grupos C1 e
C3 (p= 0,010 para ambos), e reducéo significativa nos valores da fosfatase alcalina no grupo C3
(p= 0,045). O grupo controle positivo (CP) também promoveu aumento significativo nos valores
de TGP (ALT: p=0,037) e TGO (AST: p=0,004). Os resultados e as diferencas significativas nos
parametros bioquimicos entre 0s grupos que receberam tratamento com MMS e NPM-HFn séo

mostradas na Tabela 5.

Tabela 5 - Resultados das dosagens bioguimicas de camundongos Swiss fémeas saudaveis apés o tratamento
com NPM-HFn administrada via intraperitoneal por 8 dias consecutivos. O controle negativo (CN) recebeu
soro fisiologico a 0,9%0, enquanto o controle positivo (CP), 40 mg/Kg de metilmetanosulfonato (MMS) em uma
Unica dose intraperitoneal no 8° dia de tratamento.

CN CcP c1 c2 c3 P-
valores
3217+
TGP (ALT)- UL  1700£385 ool 30174338 2167+312 2783+101 0,028
114,67 + 94,33 + 70,83 + 10533 +
TGO (AST)- UL 57,0059 70, T4 on et 22 e 0,003

FOSFATASE

*a
ALCALINA (U/L) 11,33+£1,89 8,83+£0,91 9,00 £ 0,82 10,67+161 583+2,18 0,135

703,00 £ 1031,17 678,50 + 778,00 £ 558,50 =

LDH (mg/dL) 242,05 178,30 101.48 99,78 30,057

0,108

CREATININA 032+002 031+001 036+003  027+002" 030+001 0,016
(mg/dL)

34,00 +
UREIA (mg/dL) ~ 4950+339 50,67+656 45333408 > 37004216 0018
FERRO SERICO 166,83 + 171,17 + 13817 + 188,00 + 27583 + 0,068
(ng/dL) 16,76 37.18 37.26 44,28 21,457 :

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). CN: controle negativo (camundongos que
receberam soro fisiolégico a 0,9%); CP: controle positivo (camundongos que receberam 40 mg/Kg de
metilmetanosulfonato - MMS); C1= camundongos que receberam 6,25 mg/Kg da NPM-HFn; C2: camundongos que
receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; C3: camundongos que receberam 25 mg/Kg da NPM-HFn; TGP: transaminase
glutdmico-pirdvica (ou ALT: alanina aminotransferase); TGO: transaminase glutamico-oxalacética (ou AST:
aspartato aminotransferase); LDH: lactato desidrogenase; U/L: unidades por litro; mg/dL: miligramas por decilitro;
[g/dL= microgramas por decilitro. Os valores de p de TGP, creatinina, ureia e ferro sérico foram gerados por
ANOVA, enquanto os demais p-valores foram gerados pelo teste de Kruskal-Wallis. As letras mintsculas indicam
diferencas significativas a nivel de *p < 0,05 e **p < 0,01 detectadas pelos testes de Tukey (TGP, creatinina, ureia,
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ferro sérico) e de Mann-Whitney (TGO, fosfatase alcalina, LDH), sendo a= significativo comparado com o grupo CN;
b= significativo comparado com o grupo CP; c= significativo comparado com o grupo C1; d= significativo comparado
com o grupo C2.

5.2.5. ANALISE DOS ORGAOS

A Figura 21 mostra os resultados obtidos em relagdo ao peso absoluto (A) e pelo relativo
(B) relativo dos 6rgdos baco, figado, cérebro, pulméo e rins dos animais tratados com NPM-HFn,
coletados no dia da eutanasia. Os pesos, tanto absoluto quanto relativo, dos érgédos cérebro, pulméo
e rins ndo foram alterados pelo tratamento. Entretanto, os que receberam as maiores concentragoes
da NPM-HFn (C2 e C3) apresentaram esplenomegalia. Esse aumento de peso (absoluto e relativo)
foi significativo nos grupos que receberam as maiores concentragdes da amostra C2 e C3, em
comparagdo com o grupo saudavel CN. Além disso, a maior concentracao da amostra (C3) também

levou a um aumento significativo do figado (p < 0,001).
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Figura 21 — (A) Peso absoluto do baco, figado, pulméao, rins e cérebro. Os valores de p do bago e pulméo foram
gerados usando one-way ANOVA com pés-teste Tukey, enquanto que os demais valores do foram gerados utilizando
o teste Kruskal-Wallis. (B) Peso relativo do baco, figado, pulméo, rins e cérebro. CN: camundongos que receberam
soro fisiolégico a 0,9%; CP: camundongos que receberam 40 mg/Kg de MetilMetanoSulfonato (MMS); C1.:
camundongos que receberam 6,25 mg/Kg da NPM-HFn; C2: camundongos que receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn;
C3: camundongos que receberam 25 mg/Kg da NPM-HFn. Os valores de p do bago, figado, pulmé&o e rins foram
gerados usando one-way ANOVA com pés-teste Tukey, enquanto que o valor do cérebro foi gerado utilizando o teste
Kruskal-Wallis * significa p < 0,05; ** significa p < 0,01*** significa p < 0,001.

5.2.6. ANALISE HISTOPATOLOGICA

No bago foram observadas hemossiderose e hematopoiese em todos 0s animais
experimentais, incluindo os animais controle saudaveis (Anexo 2). Adicionalmente, foi observado

hiperplasia da polpa branca apenas no grupo C1.
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No cérebro (Anexo 3) foram observados congestdo e edema em alguns animais de todos
0S grupos.

No figado (Anexo 4) dos animais que receberam as maiores doses da NPM-HFn (C2 e C3)
foi observada hemossiderose. Apesar de ndo significativo também foi observada uma leve
degeneracéo hidrépica em todos os grupos que receberam a NPM-HFn.

Foi encontrado uma leve hiperplasia no linfonodo dos animais que receberam a menor dose
da NPM-HFn (Anexo 5).

No pulméo (Anexo 6) foram observadas congestdo e hemorragia em todos os animais,
incluindo os animais controle saudaveis. Estes dados do bago, do cérebro e do pulmé&o, portanto,
ndo sdo considerados como indicadores de toxicidade.

No rim (Anexo 7) foram observados alguns achados de hemossiderose peri-renal e

inflamagdo cronica apenas em um ou dois animais de cada grupo tratado.

5.2.7. ANALISE DE BIODISTRIBUICAO

5.2.7.1. ANALISE HISTOLOGICA - COLORACAO DE PERLS

A coloracdo de Perls é comumente utilizada para a deteccdo de ferro em cortes
histologicos, sendo este revelado pela coloracdo azulada (ver figura 28, 29 e 30). Foram
observados aumento de ferro no bago, pulméo e linfonodo e aumento crescente figado nos grupos
tratados, enquanto que nos demais 6rgaos (cérebro e rins) nao foi observada nenhuma variagao em

compara¢do com o grupo controle (Tabela 6).
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Tabela 6 - Presenca de ferro observada na analise por Perls ap6s o tratamento com NPM-HFn administrada
via intraperitoneal por 8 dias consecutivos. O controle negativo (CN) recebeu soro fisiolégico a 0,9%0, enquanto
o controle positivo (CP), 40 mg/Kg de metilmetanosulfonato (MMS) em uma Unica dose intraperitoneal no 8°
dia de tratamento. Auséncia de ferro (-), pouco ferro (+), concentracdo de ferro mediana (++), muito ferro

(+++).

CN
C1
C2
C3

BACO

++
+++
+++
+++

+ + FIGADO

—+
+

+++

~

+ + + PULMAO

+
+

+ + + + CEREBRO

+ RINS

+

+ LINFONODO

+ +
+ +

++

CN: camundongos que receberam soro fisioldgico a 0,9%; C1: camundongos que receberam 6,25 mg/Kg da NPM-
HFn; C2: camundongos que receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; C3: camundongos que receberam 25 mg/Kg da

NPM-HFn
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Figura 22 — Fotomicrografia de cortes histologicos do bago de camundongos Swiss corados por Perls. CN: camundongos que receberam soro fisiol6gico a 0,9%;
C1: camundongos que receberam 6,25 mg/Kg da NPM-HFn; C2: camundongos que receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; C3: camundongos que receberam 25
mg/Kg da NPM-HFn. (*) indica presenca de ferro (PERLS 100x).
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Figura 23 - Fotomicrografia de cortes histolégicos do figado de camundongos Swiss corados por Perls. CN: camundongos que receberam soro fisioldgico
a 0,9%; C1: camundongos que receberam 6,25 mg/Kg da NPM-HFn; C2: camundongos que receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; C3: camundongos
gue receberam 25 mg/Kg da NPM-HFn. (*) indica presenca de ferro (PERLS 100Xx).
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Figura 24 - Fotomicrografia de cortes histoldgicos do pulmdo de camundongos Swiss. CN: camundongos que receberam soro fisiologico a 0,9%; C1:
camundongos que receberam 6,25 mg/Kg da NPM-HFn; C2: camundongos que receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; C3: camundongos que receberam 25
mg/Kg da NPM-HFn. (*) indica presenca de ferro (PERLS 100x).
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5.2.7.2. ICP-OES

Os resultados obtidos na avaliacdo quantitativa da biodistribuicdo da NPM-HFn realizada
por Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma (ICP-OES), confirmaram os resultados da
andlise de Perls, tendo sido detectado aumento crescente da concentracdo de ferro no bago (ndo
significativo), figado e pulmé&o nos grupos tratados (C1, C2 e C3), como mostrado na figura 30A.
Também foi observado aumento significativo na concentracdo de ferro no sangue do grupo C3
(Fig. 30B). Por outro lado, no rim e no cérebro ndo foi observada nenhuma variagéo significativa

desse parametro em comparagdo com o grupo controle.
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Figura 25 — Andlise de biodistribui¢do ex vivo da NPM-HFn no (A) rim, cérebro, pulméo, figado, bago e (B) sangue
apo6s o tratamento com NPM-HFn administrada via intraperitoneal por 8 dias consecutivos. O controle negativo (CN)
recebeu soro fisioldgico a 0,9%, enquanto o controle positivo (CP), 40 mg/Kg de metilmetanosulfonato (MMS) em
uma Unica dose intraperitoneal no 8° dia de tratamento. CN: camundongos que receberam soro fisiol6gico a 0,9%;
CP: camundongos que receberam 40 mg/Kg de MetilMetanoSulfonato (MMS); C1: camundongos que receberam
6,25 mg/Kg da NPM-HFn; C2: camundongos que receberam 12,5 mg/Kg da NPM-HFn; C3: camundongos que
receberam 25 mg/Kg da NPM-HFn. * significa p < 0,05; ** significa p < 0,01.

5.3. EFICACIA DA NPM-HFn NO TRATAMENTO DE ADENOCARCINOMA
MAMARIO DE EHRLICH

5.3.1. ANALISE DOS PARAMETROS CLINICOS
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Foi observado que os animais que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn
apresentaram um acumulo de nanoparticulas na veia caudal onde era aplicado a amostra magnética

a partir da terceira dose, como mostrado na Figura 31.

Figura 26 - Foto mostrando o acimulo da NPM-HFn na veia caudal do camundongo. Foto tirada no 32° dia.

Quanto a avaliacdo do peso, a Figura 32 mostra que todos 0s animais de todos 0s grupos
mantiveram o peso inicial sem diferenca estatistica (p > 0,05), tanto no subgrupo coletado dois
dias apds o tratamento (subgrupo 2), quanto no subgrupo em que a coleta ocorreu 28 dias ap6s o
tratamento (subgrupo 28). Também n&o houve diferenca estatistica entre os pesos dos diferentes

grupos experimentais.
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Figura 27 - Variagdo do peso corporal (A) subgrupo de 2 dias e (B) subgrupo de 28 dias durante e apés as 5
administracdes da NPM-HFn. Os valores estdo apresentados como média + EPM. Ctr: Camundongos sem tumor que
receberam administracdo endovenosa de soro fisioldgico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a
administracdo endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administracdo
intratumoral de soro fisioldgico 0,9% ; T-NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administracdo
intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da
NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral de soro fisiol6gico 0,9%
e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a
administracdo intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(EV)-AFM:
Camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn e foram expostos ao campo
magnético alternado.

5.3.2. VOLUME TUMORAL
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Em geral, os resultados da variacdo do volume tumoral mostraram que todos 0s animais
apresentaram um aumento crescente do volume tumoral durante o periodo experimental, porém
alguns tratamentos reduziram a velocidade do crescimento tumoral, como demonstrado na Figura
33.

Analisando o subgrupo 2, os animais controle tumor (T-Ctr) foram o0s que apresentaram
maior volume tumoral, como esperado, seguido pelo grupo s exposto ao campo magnético (T-
AFM), grupo que sé recebeu a NPM-HFn por via endovenosa (T-NP(EV)), grupo que sé recebeu
a NPM-HFn por via intratumoral (T-NP(IT)), grupo que recebeu a NPM-HFn por via endovenosa
e exposto a0 CMA (T-NP(IT)-AFM) e grupo que recebeu a NPM-HFn por via intratumoral e
exposto ao CMA (T-NP(EV)-AFM) (figura 33 A). Nos dias 5, 6 e 7 o grupo T-NP(EV)-AFM
apresentou um volume tumoral significativamente menor em comparacdo com 0s grupos T-
NP(IT) e T-AFM (p < 0,05 e p < 0,01). No dia 7 o grupo T-NP (EV) apresentou um volume
tumoral significativamente menor em comparagéo com o grupo T-NP(IT) (p < 0,05). Nos dias 11
e 12 foi possivel observar que o grupo T-NP(EV)-AFM apresentou um volume tumoral
significativamente menor que no grupo T-Ctr e no grupo T-AFM (p < 0,05).

Ainda analisando o subgrupo 2, o grupo T-Ctr apresentou um aumento significativo do
tumor nos dias 11 e 12 em comparagdo com o dia 3.

Analisando o subgrupo 28, os animais do grupo sé exposto ao campo magnético foram os
gue apresentaram maior volume tumoral, seguido pelos grupos: grupo controle tumor, grupo que
sO recebeu a NPM-HFn por via endovenosa, grupo que recebeu a NPM-HFn por via intratumoral
e exposto ao CMA, grupo que so6 recebeu a NPM-HFn por via intratumoral e grupo que recebeu a
NPM-HFn por via intratumoral e exposto ao CMA (figura 33 B). Nos dias 5, 8 € 9 0 grupo T-
NP(EV)-AFM apresentou volume tumoral significativamente menor em comparagdo com 0s
grupos T-NP(IT) (p < 0,05). Os grupos T-Ctr, T-NP(IT), T-NP(IT)-AFM e T-AFM apresentaram
um aumento significativo do tumor no dia 28 em comparagdo com o0s primeiros dias apés a
inoculacéo tumoral (p < 0,05).

Em conjunto, os resultados mostraram efeitos mais significativos de reducéo de tumor nos
tratamentos com magnetohipertermia, especialmente no grupo em que as NPM foram injetadas

por via endovenosa.
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Figura 28 - Variacdo do volume tumoral in vivo utilizando um paquimetro digital (A) subgrupo de 2 dias e (B)
subgrupo de 28 dias durante e ap0s as 5 administracdes da NPM-HFn. Os valores estdo apresentados como média £
EPM. T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral de soro fisiolégico 0,9%; T-
NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV):
Camundongos com tumor que receberam a administragdo endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com
tumor que receberam a administracdo intratumoral de soro fisioldgico 0,9% e foram expostos ao campo magnético
alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral da NPM-HFn e
foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a
administracdo endovenosa da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado.
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A Figura 34 ilustra os resultados do volume tumoral ex vivo, indicando que o maior volume
tumoral foi encontrado nos animais do controle tumor, T-Ctr, e 0 grupo com menor volume
tumoral foi o que recebeu a NPM-HFn por via endovenosa seguido pela exposi¢do ao CMA, tanto
no subgrupo 2 quanto no subgrupo 28, confirmando os resultados obtidos das medidas do tumor
apresentados na figura 33. Contudo, a area tumoral do grupo tratado por MHT com administracdo

intratumoral mostrou uma pequena area tumoral e uma grande area de necrose.
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Figura 29 - Volume tumoral e da area de necrose no tumor ex vivo (A) subgrupo de 2 dias e (B) subgrupo de 28 dias
apos as 5 administragdes da NPM-HFn. Os valores estdo apresentados como média £+ EPM. T-Ctr: Camundongos
com tumor que receberam a administragdo intratumoral de soro fisiologico 0,9%; T-NP(IT): Camundongos com
tumor que receberam a administracdo intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com tumor que
receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a
administracao intratumoral de soro fisiologico 0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-
AFM: Camundongos com tumor que receberam a administra¢do intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao
campo magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administraco endovenosa
da NPM-HFn e foram expostos a0 campo magnético alternado. As letras minGsculas indicam diferencas

significativas. * significa p < 0,05.
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5.3.3. ANALISE HEMATOLOGICA

A anélise hematoldgica mostrou algumas alteragdes em alguns dos parametros estudados,
tanto no subgrupo 2, quanto no subgrupo 28, em comparacdo com o grupo controle saudavel (Ctr).
No hemograma do subgrupo 2 (tabela 7) foi observado que camundongos sem tumor que
receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn (grupo NP(EV)) tiveram diminuicdo
significativa tanto de CHCM quanto do percentual de linfocitos (p= 0,011 para ambos). Também
foi observada reducéo significativa de HGB no grupo tratado com administragéo intratumoral da
NPM-HFn e exposi¢do ao campo magnético alternado (T-NP(IT)AFM: p= 0,046) e de leucdcitos
totais no grupo de camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral de soro
fisiolégico 0,9%; (T-Ctr: p=0,046),

Outras diferencas significativas nos parametros hematoldgicos entre 0s grupos que
receberam tratamento com NPM-HFn s&o mostradas na Tabela 7.

Tabela 7 - Analises hematoldgicas de camundongos Swiss fémeas apds as 5 administracdes da NPM-HFn.

SUBGRUPO T- T- T- P-
2 Cr NPEV)  T-Ctr T-NP(T) NP(EV)  NP(EV)AFM  NP(IT)AFM T-AFM — alores
Eritrograma
Eritrocitos (x 8,19+ 7,26+ 7,94+ 820+ 7,19+ 8,12+
+ +
105/pL) 0,46 0,77 0,37 0,82 0,29 7112053 7,77£0.22 o) 0,496
12,03+ 10,17+ 10,90+ 11,50+ 10,47+ 10,80 + 11,47 +
+
HGB (g/dL) 0,38 1,27 0,25 1,30 0,22 9801074 () Ho% 0324 0278
3033+ 27,80+ 28,00+ 2980+ 27,13+ 26,00+ 28,07 + 30,33 +
HCT (%) 1,34 2,71 0,96 3,00 0,90 1,77 0,66 0,78 0,470
3707+ 3843+ 3530+ 3635+ 37,80+ 36,60+ 36,13 + 37,37+
vem (i) 0,49 1,42 0,45 0,05 1,68 0,44 0,33 0,35 0,320
14,73+ 14,13+ 13,73+ 1400+ 1457+ 13,80+ 13,93+ 14,13 +
HCM (pg) 0,37 0,68 0,32 0,20 0,50 0,25 0,22 0,27 0,605
39,70+ 36,40+ 3897+ 3855+ 3860+ 37,70+ 38,47 + 37,83+
CHCM (g/dL) 5y 0,95 0,45 0,45 0,57 0,40 0,29 0,42 0,024
Leucograma
Leucécitos
+ + + + + + +
totals (x 330+ 367+  187% 1020+ 1043 4,00 sizerer 287 oin
0,52 2,12 0,17 6,7 2,64 1,047 0,26
103/uL)
39,70+ 36,40+ 3897+ 3855+ 3860+ 37,70+ 38,47 + 37,83 +
L' o) 0, ’ ’ N ’ ’ ’ ’ ’ 7’ 3 2
infécitos (%) 551 95 045 045 057 0,40 0,29 0,42 0,024
m":;‘:::’: ¥ 2550+ 4817+ 41,17+ 5830+ 6437+ 64,03+ 58,53 + 8247 o
- 3,67 8,31 0,38 8,90 7,17 4,70 8,82 3,22 '
(]
Eosindfilos 1,67 + 3,43 0,87 + 0,95+ 3,17 + 0,67 + 1,17 +
+
(%) 1,02 2,43 0,19 0,25 1,50 0,19 250150 5y 0,440
Plaquetas
122467 884,67+ 820,33+ 1271,00 1180,33 132567+  1133,00+ 897,00+
PLT (x 10%/pL) ’ ' ' ' ' ' ' ' 0,128

+55,53 118,26 177,74 +259,00 +112,89 122,67*b¢ 156,32 95,47

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). Ctr: controle saudavel (camundongos sem tumor
que receberam administracdo endovenosa de soro fisiolégico 0,9%; NP(EV): camundongos sem tumor que receberam
a administragdo endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: camundongos com tumor que receberam a administracdo
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intratumoral de soro fisiolégico 0,9%; T-NP(IT): camundongos com tumor que receberam a administracdo
intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da
NPM-HFn; T-NP(EV)AFM: camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn e
foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)AFM: camundongos com tumor que receberam a
administracdo intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-AFM: camundongos
com tumor que receberam a administracdo intratumoral de soro fisiolégico 0,9% e foram expostos ao campo
magnético alternado; HGB: Hemoglobina; HCT: Hematocito; VCM: Volume Corpuscular Médio; HCM:
Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM: Concentracdo Hemoglobinica Corpuscular Média; PLT: plaquetas; g/dL.:
gramas por decilitros; fL: fentolitros; pg: picograma. Os valores de p de eritrocitos, HCT, MCV, MCHC e linfécitos
(%) foram gerados por ANOVA, enquanto os demais p-valores foram gerados pelo teste de Kruskal-Wallis. As letras
minasculas indicam diferencas significativas a nivel de *p < 0,05 detectadas pelos testes de Tukey (CHCM, linfécitos
%) e de Mann-Whitney (HGB, leucdcitos totais, eosinéfilos %, PLT), sendo a= significativo comparado com o grupo
Ctr; b= significativo comparado com o grupo NP(EV); c= significativo comparado com o grupo T-Ctr; d=
significativo comparado com o grupo T-NP(IT)AFM.

No hemograma do subgrupo 28 (Tabela 8), alguns tratamentos com NPM-HFn
promoveram alteracGes significativas, em comparacdo com o grupo controle saudavel (Ctr), nos
valores de VCM, CHCM, % linfécitos, % neutrofilos + mondcitos e plaquetas (PLT). O grupo T-
NP(EV) apresentou reducdo significativa nos valores de VCM (p=0,046) e plaquetas (PLT:
p=0,024), o mesmo ocorrendo com os valores de CHCM nos grupos NP(EV) (p=0,018), T-NP(IT)
(p=0,012) e T-NP(EV) (p=0,027). O grupo com tumor que recebeu a administracao intratumoral
da NPM-HFn e foi exposto ao campo magnético alternado (T-NP(IT)AFM) exibiu reducao
significativa nas percentuais de linfocitos (p=0,002) e de neutrofilos + mondcitos (p=0,002), o
mesmo ocorrendo com neutrofilos + monacitos no grupo com tumor que recebeu administracao
endovenosa da NPM-HFn e foi exposto ao campo magnético alternado (T-NP(EV)AFM:
p=0,021).

Outras diferencas significativas nos parametros hematolégicos entre 0s grupos que
receberam tratamento com NPM-HFn do subgrupo 28 sdo mostradas na Tabela 8.
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Tabela 8 - Analises hematoldgicas de camundongos Swiss fémeas apds as 5 administracdes da NPM-HFn.
SUBGRUPO T- T- P-
58 Ctr NP(EV) | T-Ctr T-NP(IT) | T-NP(EV) NP{EVIAFM | NP{T)AFM TAFM |
Eritrograma
Eritrdcitos (x 6,48 £ 6,63 ¢ 8,04 + 7,02 9,21+ 7,12
+ +
106/pL) 0,87 0,84 0,17 0,52 0,76 9,27£0,90 7,54£0,14 0,53 0,044
9,57t 8,57+ 11,30 9,03 ¢ 11,47 11,97 10,27 10,00 =
HGB (g/dL) 1,28 1,35 0,47 0,48 0,77 1,00 0,45 0,56 0,123
23,90 23,10t 29,73 2447 + 30,80 £ 31,53 ¢ 26,80 £ 26,40 £
0, ’ ’ ’ ? ’ 7 ’ ’
HCT (%) 3,23 3,44 1,28 1,05 1,82 2,29 0,87 1,81 0,085
36,90 £ 34,73 £ 36,93 £ 35,03 ¢ 33,63t 34,20 35,53 ¢ 37,10 £
vem (fL) 0,50 1,51 0,84 1,30 1,17 1,23 0,50 0,29 0,205
14,77 12,90 + 14,07 + 12,93 12,50 + 12,97 + 13,57 14,10 +
HCM (pe) 0,34 0,84 0,32 0,38 0,26 0,29 0,35 0,30%4es | 0047
40,07 = 37,03 ¢ 38,00 £ 36,90 £ 37,20t 37,90 38,30 ¢ 37,93+
CHCM (g/dL) 0,47 0,92* 0,06 0,40% 0,58" 0,51 0,42 0,54 0,017
Leucograma
Leucdcitos
. 1,70 + 1,50 + 3,83+ 3,23t 6,63t 2,93 ¢
+ +
totais (x 0,68 0,36 0,85 0,03% 218 6,57 £ 3,52 4,03+0,75 0,43 0,058
103/ul)
73,13 £ 64,93 45,93 47,90 = 47,90 £ 60,43 29,93 50,80 £
Linfécitos (%) | ; g3 1,00 3,49 1,50 12,01 5,13 6,64""bf | 1,95 0,004
:ﬂi”:::::;’: Y 17313+ | 6493t | 4460+ | 47,90 | 51,37+ | 39,63+ 29,93+ 5080 | 003
(%) 7,83 1,00 2,43 1,50 12,06 5,47 6,64"a"b 1,95 !
(]
Eosinofilos 1,33+ 2,10t 0,30t 1,23+ 0,73 0,70t
+ +
(%) 0,73 1,80 0,17 0,99 0,22 037+0,13 0,50+0,15 0,31 0,952
Plaquetas
79,67 1107,67 202 7
>79,6 808,33 07,6 823,00 £ 025,33 1738,67 = 992,67 £ 26,00
PLT (x 103/uL) | # + + 162.17 + 26758 70.00 + 0,014
312,21 131,77 131,71 ! 515,77 ! ! 249,13

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). Ctr: controle saudavel (camundongos sem tumor que
receberam administracdo endovenosa de soro fisiolégico 0,9%; NP(EV): camundongos sem tumor que receberam a
administracdo endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: camundongos com tumor que receberam a administragdo intratumoral
de soro fisiologico 0,9%; T-NP(IT): camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral da NPM-
HFn; T-NP(EV): camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn; T-NP(EV)AFM:
camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn e foram expostos ao campo
magnético alternado; T-NP(IT)AFM: camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral da NPM-
HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-AFM: camundongos com tumor que receberam a administracéo
intratumoral de soro fisiolégico 0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; HGB: Hemoglobina; HCT:
Hematécito; VCM: Volume Corpuscular Médio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM: Concentracdo
Hemoglobinica Corpuscular Média; PLT: plaquetas; g/dL: gramas por decilitros; fL: fentolitros; pg: picograma. Os
valores de p de eritrécitos, HGB, HCT, CHCM, linfécitos (%), neutréfilos + mondcitos (%) e PLT foram gerados por
ANOVA, enquanto os demais p-valores foram gerados pelo teste de Kruskal-Wallis. As letras minGsculas indicam
diferencas significativas a nivel de *p < 0,05 e **p < 0,01 detectadas pelos testes de Tukey (CHCM, % linfocitos, %
neutrdfilos + mondcitos, PLT) e de Mann-Whitney (VCM, HCM, leucécitos totais), sendo a= significativo comparado
com o grupo Ctr; b= significativo comparado com o grupo NP(EV); d= significativo comparado com o grupo T-NP(IT);
e= significativo comparado com o grupo T-NP(EV); f= significativo comparado com o grupo T-NP(EV)AFM.

Nas comparacdes entre os subgrupos 2 e 28 verificou-se diferenca nos linfocitos de
camundongos sem tumor (grupos Ctr e NP(EV)), cuja porcentagem foi significativamente maior
no grupo 28. O mesmo ocorreu Nos grupos com tumor que recebeu administracdo endovenosa da

NPM-HFn e exposto ao campo magnético (T-NP(EV)AFM (p=0,047), grupo com tumor que
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recebeu administracdo intratumoral da NPM-HFn (T-NP(IT)) (p=0,000) e grupo com tumor
apenas exposto ao campo magnético (T-AFM) (p=0,047).

5.3.4. ANALISE BIOQUIMICA

Na andlise bioquimica dos animais do subgrupo 2 tratados com NPM-HFn, observou-se
que houve alteracdes nas variaveis TGO (AST), creatinina e ureia, quando comparados com 0
grupo controle negativo (CN), ocorrendo aumento significativo nos valores de TGO (AST) no
grupo com tumor que recebeu administracdo intratumoral da NPM-HFn (T-NP(IT)), e de ureia no
grupo com tumor que recebeu administracdo endovenosa da NPM-HF (T-NP(EV)AFM (p=0,046
para ambos), e reducdo significativa de creatinina no grupo com tumor que recebeu administracédo
intratumoral da NPM-HFn e foi expostos ao campo magnético alternado (T-NP(IT)AFM:
p=0,029).

Outras diferencas significativas nos parametros biogquimicos entre 0s grupos que

receberam tratamento com NPM-HFn sdo mostradas na Tabela 9.

Tabela 9 - Resultados das dosagens bioquimicas de camundongos Swiss fémeas apos as 5 administragdes da
NPM-HFn.

T- T-

SUBGRUPO 2 | Ctr NP(EV) | T-Ctr T-NP(IT) | T-NP(EV) | NP(EV)AF | NP(IT)AF | T-AFM :;Iores
M M

TGP (ALT)- | 2333+ |[3100+ |[3467+ |4967+ [s5833+ [3900+ [2433+ [s5300¢

u/L 6,39 9,85 1,76 9,35 15,34 7,94 2,40 21,07 0,259

TGO (AST)- | 109,00+ | 102,00+ |313,33+ |23933+ |40033+ |[24800+ |19533+ |281,33+

u/L 22,03 11,5 55,85 6,33"2bc | 20,85' | 4,93 10,17%¢ 51,27 0,006

CREATININA 0,57 + 0,54 + 0,62 + 0,42 + 0,64 + 0,51+ 0,21+ 0,32+

(mg/dL) 0,05 0,01 0,06 0,10 0,13 0,11 0,03"ce | 0,02 0,006

UREIA 1867+ |3033+ |2067+ |1667+ |s5250+ [3233+ |2800+ |22,67+

(mg/dL) 3,84 0,88 2,73 2,19 2,50 3,33%cd | 3,00 4,41 0,034

FERRO 196,67+ | 86,00+ | 11067+ | 17433+ |21367+ |151,00+ | 15433+ | 199,00+

SERICO 15,25 12,34 8,76 29,33 2450 | 33,61 24,84 40,62 0,033

(ng/dL)

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). Ctr: controle saudavel (camundongos sem tumor
que receberam administracao endovenosa de soro fisiologico 0,9%; NP(EV): camundongos sem tumor que receberam
a administracdo endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: camundongos com tumor que receberam a administracdo
intratumoral de soro fisiologico 0,9%; T-NP(IT): camundongos com tumor que receberam a administracao
intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da
NPM-HFn; T-NP(EV)AFM: camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn e
foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)AFM: camundongos com tumor que receberam a
administracdo intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-AFM: camundongos
com tumor que receberam a administracdo intratumoral de soro fisiolégico 0,9% e foram expostos ao campo
magnético alternado; TGP: transaminase glutamico-piravica (ou ALT: alanina aminotransferase); TGO: transaminase
glutdmico-oxalacética (ou AST: aspartato aminotransferase); U/L: unidades por litro; mg/dL: miligramas por
decilitro; [1g/dL= microgramas por decilitro. Os valores de p de TGP (ALT), creatinina e ferro sérico foram gerados
por ANOVA, enquanto os demais p-valores foram gerados pelo teste de Kruskal-Wallis. As letras mintsculas indicam
diferengas significativas a nivel de *p < 0,05 detectadas pelos testes de Tukey (creatinina, ferro sérico) e de Mann-
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Whitney (TGO, ureia), sendo a= significativo comparado com o grupo Ctr; b= significativo comparado com o grupo
NP(EV); c= significativo comparado com o grupo T-Ctr; d= significativo comparado com o grupo T-NP(IT)AFM;
e= significativo comparado com o grupo T-NP(EV).

Os valores de quase todas as variaveis do subgrupo 28 ndo apresentaram diferencas
significativas quando comparados com os do grupo controle saudavel (Ctr), exceto TGP, cujos
valores aumentaram significativamente no grupo T-NP(EV) (p=0,019). Outras diferencas

significativas nos parametros bioquimicos entre os grupos que receberam tratamento com NPM-

HFn sdo mostradas na Tabela 10.

Tabela 9 - Resultados das dosagens bioquimicas de camundongos Swiss fémeas ap6s as 5 administrac6es da

NPM-HFn.
SUBGRUPO 28 Ctr NP(EV) T-Ctr T-NP(IT)  T-NP(EV) [T- T-NP(IT)AFM T-AFM P-valores
NP(EV)AFM

TGP (ALT)- U/L  [22,33 ¢ 165,00+ (98,00 + 64,33 7,86 42,00 + 44,33 + 77,67 + 129,00+  [0,016
11,46 32,52 12,12 1,53" 15,33 28,05 52,08

TGO (AST)- U/L  [149,00+ [388,33+ [381,00+ [383,67+  [502,50+  [422,50+ [339,00+ [572,33+  [0,848
31,02 52,17 188,86 42,24 371,50 325,50 131,80 291,01

CREATININA 0,40+0,05 [0,35+0,02 [0,41+0,02 [0,53+0,08 [0,27+0,01*¢|0,39+0,09 [0,49+0,03 [0,39+0,04 [0,055

(mg/dL)

UREIA (mg/dL) 22,00 +3,51 [33,00 4,58 [20,33 2,73 [25,33 ¢ 34,33 +4,49932,67 + 5,49 (18,33 + 18,33 + 0,019

0,33*0¢ 4,18" 0,67*bdef
FERRO SERICO 137,00+  [11567+  [121,67+ [168,00+  [71,33+9,03 [166,33+  |454,67+  [250,33+  [0,054
(ng/dL) 55,65 33,15 14,38 55,75 47,10 196,68 22,58

Os dados correspondem & média e ao erro padrdo da média (EPM). Ctr: controle saudavel (camundongos sem tumor
que receberam administracao endovenosa de soro fisiologico 0,9%; NP(EV): camundongos sem tumor que receberam
a administracdo endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: camundongos com tumor que receberam a administracdo
intratumoral de soro fisiolégico 0,9%; T-NP(IT): camundongos com tumor que receberam a administracdo
intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da
NPM-HFn; T-NP(EV)AFM: camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn e
foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)AFM: camundongos com tumor que receberam a
administracdo intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-AFM: camundongos
com tumor que receberam a administracdo intratumoral de soro fisioldgico 0,9% e foram expostos ao campo
magnético alternado; TGP: transaminase glutdmico-piravica (ou ALT: alanina aminotransferase); TGO: transaminase
glutdmico-oxalacética (ou AST: aspartato aminotransferase); U/L: unidades por litro; mg/dL: miligramas por
decilitro; pg/dL= microgramas por decilitro. Os valores de p de TGP (ALT), TGO (AST) e creatinina foram gerados
por ANOVA, enquanto os demais p-valores foram gerados pelo teste de Kruskal-Wallis. As letras mintsculas indicam
diferencas significativas a nivel de *p < 0,05 detectadas pelos testes de Tukey (TGP e creatinina) e de Mann-Whitney
(ureia), sendo a= significativo comparado com o grupo Ctr; b= significativo comparado com o grupo NP(EV); c=
significativo comparado com o grupo T-Ctr; d= significativo comparado com o grupo T-NP(IT); e= significativo
comparado com o grupo T-NP(EV); f= significativo comparado com o grupo T-NP(EV)AFM.

Nas comparacdes das analises bioquimicas entre os subgrupos 2 e 28 verificou-se aumento
significativo do ALT no subgrupo 28 do grupo saudavel que recebeu a administracdo da NPM-
HFn (NP(EV): p= 0,017) e no grupo controle tumor (T-Ctr: p= 0,032). E aumento do AST no
subgrupo 28 do grupo com tumor que recebeu administracdo intratumoral da NPM-HFn (T-
NP(IT): p= 0,046). Tambeém foi observado diminui¢do na creatinina no subgrupo 28 do grupo
saudavel que recebeu a administragdo da NPM-HFn (NP(EV): p=0,002), no grupo controle tumor

(T-Ctr: p=0,022) e um aumento no grupo com tumor que recebeu administragdo intratumoral da
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NPM-HFn e foi expostos ao campo magnético alternado (T-NP(IT)AFM: p= 0,003). Na ureia
ocorreu aumento no subgrupo 28 do grupo com tumor que recebeu administracao intratumoral da
NPM-HFn (T-NP(IT): p= 0,046) e diminui¢do do grupo com tumor que recebeu administracéo
intratumoral da NPM-HFn e foi expostos ao campo magnético alternado (T-NP(IT)AFM: p=
0,046).

5.3.5. ANALISE DOS ORGAOS NAO ALVO

Avaliando o peso absoluto no subgrupo 2 ndo se observou nenhuma diferenca estatistica,
mas no subgrupo 28 foram observadas diferencas significativas no baco dos grupos NP(EV) e T-
NP(IT), em comparacdo com o grupo controle Ctr (Figura 35).

Por outro lado, avaliando o peso relativo dos érgdos nos animais do subgrupo 2 e do
subgrupo 28, é possivel observar aumento no peso do bago em todos os animais que receberam a
NPM-HFn. Foi observado também aumento no peso do figado nos grupos NP(EV) e T-NP(IT) do
subgrupo 28 (Figura 36). Nem os tratamentos, nem o tumor, causaram alteracdes significativas no

peso dos demais 0rgéos.
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Figura 30 - Peso absoluto do bago, figado, pulmao, rins, cérebro e tumor no subgrupo 2 (A) e no subgrupo 28 (B)
apos as 5 administragdes da NPM-HFn. Os valores de p do pulm&o no subgrupo 2 foram gerados usando one-way
ANOVA com pés-teste Tukey, e os demais valores foram gerados utilizando o teste Kruskal-Wallis. Enquanto o valor
de p do baco, figado e rins no subgrupo 28 foram gerados usando one-way ANOVA com pés-teste Tukey, 0s demais
valores foram gerados utilizando o teste Kruskal-Wallis. * significa p < 0,05.
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Figura 31 - Peso relativo do bago, figado, pulméo, rins, cérebro e tumor no subgrupo 2 (A) e no subgrupo 28 (B) ap6s
as 5 administracdes da NPM-HFn. Os valores de p do bago, pulmao, cérebro e rins no subgrupo 2 foram gerados
usando one-way ANOVA com pés-teste Tukey, enquanto que os demais valores foram gerados utilizando o teste
Kruskal-Wallis. Enquanto o valor de p dos rins no subgrupo 28 foram gerados usando one-way ANOVA com pds-
teste Tukey, os demais valores foram gerados utilizando o teste Kruskal-Wallis. * significa p < 0,05; ** significa p <
0,01; *** significa p < 0,001.
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Na analise histopatologica, no subgrupo 2, foram detectadas micrometastases no linfonodo
subiliaco direito nos grupos controle tumor, nos que receberam a NPM-HFn por via intratumoral
e endovenosa e no grupo que recebeu a NPM-HFn por via intratumoral seguido de exposi¢ao ao
CMA. Ja no subgrupo 28, foram observadas micrometastases nos grupos controle tumor, grupos
que receberam a NPM-HFn por via intratumoral e endovenosa, no grupo que recebeu a NPM-HFn
por via intratumoral e foi exposto ao CMA e no grupo somente exposto ao CMA. Nao foram
observadas micrometéstases no grupo tratado com NPM-HFn por via endovenosa e a seguir
exposto ao CMA, tanto no subgrupo 2 como no subgrupo 28 (Figura 37).
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Figura 32 — Necrose e comprometimento do linfonodo subiliaco direito por micrometastase ap6s as 5 administracdes
da NPM-HFn. T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administragdo intratumoral de soro fisioldgico 0,9%;
T-NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administragdo intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV):
Camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com
tumor que receberam a administracdo intratumoral de soro fisiologico 0,9% e foram expostos ao campo magnético
alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral da NPM-HFn e
foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a
administracéo endovenosa da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado.
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5.3.6. ANALISE DE BIODISTRIBUICAO

A coloracdo de Perls das laminas histologicas permitiu a identificacdo do ferro em varios
cortes histoldgicos (Tabela 11).

No subgrupo 2 foi observado aumento de ferro nos seguintes 6rgdos e grupos: no bago nos
grupos onde foi administrado a NPM-HFn por via endovenosa; no figado, apenas nos grupos T-
Ctr, T-NP(EV) e T-NP(EV)-AFM; no pulmdo aumento discreto nos grupos com tumor que
receberam a administracdo endovenosa; nos rins nos grupos T-NP(IT); no linfonodo em todos os
grupos que receberam a NPM-HFn. Somente os grupos que receberam a NPM-HFn por via
intratumoral apresentaram um grande aumento de ferro no tumor. Também foi observado ligeiro
aumento no grupo T-NP(EV)-AFM. No cérebro nao foi observada nenhuma diferenca (Figura 38
e 39).

Tabela 10 — Presenga de ferro observada na analise por Perls no subgrupo de 2 dias apds as 5 administragdes
da NPM-HFn. Auséncia de ferro (-), pouco ferro (+), concentracao de ferro mediana (++), muito ferro (+++).

Q o
g 2 & Y
Subgrupo 2 o) < S m o Q SQ
< 9 5 ] = Zo0 <5
) o o @) o 40 2F
Ctr ++ + + + + + +
NP(EV) ++ + + + + ++ +
T-Ctr ++ + + + + + ++
T-NP(IT) ++ + + + ++ ++ +++
T-NP(EV) ++ ++ + + + ++ +
T-NP(EV)-AFM +++ +++ ++ + + ++ ++
T-NP(IT)-AFM ++ + + + + ++ +++
T-AFM ++ + - + + + +

Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administragdo endovenosa de soro fisiolégico 0,9%; NP(EV):
Camundongos sem tumor que receberam a administracéo endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor
que receberam a administracdo intratumoral de soro fisioldgico 0,9%; T-NP(IT): Camundongos com tumor que
receberam a administragdo intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a
administracdo endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administracdo
intratumoral de soro fisioldgico 0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM:
Camundongos com tumor que receberam a administragdo intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo
magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administragdo endovenosa da
NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado.
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Figura 33 - Fotomicrografia de cortes histologicos do bago de camundongos Swiss apds as 5 administracdes da NPM-HFn
corados por Perls do subgrupo 2. Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administracdo endovenosa de soro fisiologico
0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administragdo endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: Camundongos
com tumor que receberam a administracdo intratumoral de soro fisioldgico 0,9%; T-NP(IT): Camundongos com tumor que
receberam a administracdo intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a administragédo
endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administragdo intratumoral de soro fisiol6gico
0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a
administracdo intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos
com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado. (*)
indica ferro (PERLS 100x).
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Figura 34 - Fotomicrografia de cortes histolégicos da mama/tumor de camundongos Swiss apds as 5 administracdes da
NPM-HFn corados por Perls do subgrupo 2. Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administracdo endovenosa de
soro fisioldgico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn; T-
Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administragdo intratumoral de soro fisioldgico 0,9%; T-NP(IT):
Camundongos com tumor que receberam a administracéo intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com
tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a
administracdo intratumoral de soro fisioldgico 0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM:
Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo
magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administracédo endovenosa da NPM-
HFn e foram expostos ao campo magnético alternado. (*) indica ferro (PERLS 100x).
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Figura 35 - Fotomicrografia de cortes histolégicos do linfonodo de camundongos Swiss apés as 5 administracdes
da NPM-HFn corados por Perls do subgrupo 2. Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administragdo
endovenosa de soro fisiolégico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administragdo
endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administragdo intratumoral de soro
fisioldgico 0,9%; T-NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral da NPM-
HFn; T-NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn; T-AFM:
Camundongos com tumor que receberam a administracéo intratumoral de soro fisioldgico 0,9% e foram expostos
ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administracao
intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos
com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético
alternado. (*) indica ferro (PERLS 100x).
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Figura 36 - Fotomicrografia de cortes histolégicos do figado de camundongos Swiss apés as 5 administragdes da
NPM-HFn corados por Perls do subgrupo 2. Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administracdo endovenosa
de soro fisioldgico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-
HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral de soro fisiolégico 0,9%; T-
NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV):
Camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com
tumor que receberam a administracéo intratumoral de soro fisiolégico 0,9% e foram expostos ao campo magnético
alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administragdo intratumoral da NPM-HFn e
foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a
administracdo endovenosa da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado. (*) indica ferro (PERLS
100x).
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No subgrupo 28 (Tabela 12) a concentracdo de ferro continuou aumentada nos seguintes
Orgéos e grupos: no baco do grupo onde foi administrado a NPM-HFn por via endovenosa e
exposta ao CMA e no grupo controle tumor; no figado somente nos grupos NP(EV), T-NP(EV) e
T-NP(EV)-AFM; no pulmao ligeiro aumento nos grupos com tumor; no linfonodo nos grupos
NP(EV), T-NP(IT) e T-NP(IT)-AFM. Como no subgrupo 2, os grupos que receberam a NPM-HFn
por via intratumoral apresentaram um grande aumento de ferro no tumor. No cérebro nao foi
observada nenhuma diferenca, ja no rim foi observado um leve aumento nos grupos T-NP(IT) e
T-NP(EV)-AFM (Figura 43 a 46).

Tabela 11 - Presenca de ferro observada na analise por Perls no subgrupo de 28 dias apés as 5 administracGes
da NPM-HFn. Auséncia de ferro (-), pouco ferro (+), concentracdo de ferro mediana (++), muito ferro (+++).

8
O @)
Subgrupo 28 5 Q % % g e DO:
¢ 3 2 & 2z 22
5 T o ® z 5 SP
Ctr ++ + + + + + +
NP(EV) ++ ++ + + + ++ +
T-Ctr +++ + + + + + +
T-NP(IT) ++ + + ++ ++ +++
T-NP(EV) +++ ++ + + + + +
T-NP(EV)-AFM ++ ++ + + ++ + +
T-NP(IT)-AFM ++ + + + + ++ +++
T-AFM + + + + + + +

T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral de soro fisiologico 0,9%; T-NP(IT):
Camundongos com tumor que receberam a administracéo intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com
tumor que receberam a administragdo endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam
a administracdo intratumoral de soro fisioldgico 0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-
AFM: Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao
campo magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa
da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado.
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Figura 37 - Fotomicrografia de cortes histoldgicos do baco de camundongos Swiss ap6s as 5 administracdes da NPM-
HFn corados por Perls do subgrupo 28. Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administracdo endovenosa de soro
fisioldgico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr:
Camundongos com tumor que receberam a administragdo intratumoral de soro fisioldgico 0,9%; T-NP(IT):
Camundongos com tumor que receberam a administragdo intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com
tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a
administracdo intratumoral de soro fisiolégico 0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM:
Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo
magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-
HFn e foram expostos ao campo magnético alternado (PERLS 100Xx).
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Figura 38 - Fotomicrografia de cortes histologicos da mama/tumor de camundongos Swiss ap06s as 5 administraces da
NPM-HFn corados por Perls do subgrupo 28. Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administracdo endovenosa de
soro fisioldgico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administragdo endovenosa da NPM-HFn; T-
Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral de soro fisioldgico 0,9%; T-NP(IT):
Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com
tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a
administracdo intratumoral de soro fisiologico 0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM:
Camundongos com tumor que receberam a administragao intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético
alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn e foram
expostos ao campo magnético alternado (PERLS 100x).
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Figura 39 - Fotomicrografia de cortes histologicos da mama/tumor de camundongos Swiss apds as 5
administracbes da NPM-HFn corados por Perls do subgrupo 28. Ctr: Camundongos sem tumor que receberam
administracdo endovenosa de soro fisioldgico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a
administracdo endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administragdo
intratumoral de soro fisiolégico 0,9%; T-NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administragdo
intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa
da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral de soro
fisiologico 0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor
que receberam a administracdo intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-
NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn e foram
expostos ao campo magnético alternado (PERLS 100x).
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Figura 40 - Fotomicrografia de cortes histoldgicos do figado de camundongos Swiss ap6s as 5 administraces da
NPM-HFn corados por Perls do subgrupo 28. Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administracdo endovenosa
de soro fisiologico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-
HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administragdo intratumoral de soro fisioldgico 0,9%; T-
NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV):
Camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com
tumor que receberam a administracdo intratumoral de soro fisioldgico 0,9% e foram expostos ao campo magnético
alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administragao intratumoral da NPM-HFn e
foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a
administracdo endovenosa da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado (PERLS 100x).
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5.3.7. ANALISE HISTOPATOLOGICA

Analisando as laminas do bago foi detectado que o tratamento com a administracdo da
NPM-HFn por via endovenosa e exposicdo ao CMA causou hemossiderose nos animais do
subgrupo 2 e no subgrupo 28 (Figura 46).

Nas laminas do cérebro ndo foi notada nenhuma alteracdo significante nos grupos que
receberam a administracdo da NPM-HFn (Figura 47).

Nas laminas do figado ndo foram observados casos de esteatose e necrose em nenhum dos
animais. Por outro lado, degeneragdo hidropica e hematopoiese foram observadas em todos 0s
animais, incluindo os animais controle saudaveis e, portanto, ndo foram consideradas como
indicador de toxicidade. Ainda no figado, o tratamento com a NPM-HFn via endovenosa e
exposicdo ao CMA causou hemossiderose, congestdo e inflamagéo no subgrupo 2 (Figura 48).

Nas laminas do linfonodo foi detectado que o tratamento com NPM-HFn por via
endovenosa em animais saudaveis causou hemossiderose apenas no subgrupo 2 (Figura 49).

Nas laminas do pulméo foram observadas congestdo, hemorragia e inflamacéo crénica em
todos os animais, ndo sendo, portanto, considerado indicador de toxicidade (Figura 50).

Nas laminas do rim, ndo foram detectadas alteracdes relacionadas a congestdo dos vasos
sanguineos, degeneracdo tubular, alteracdes glomerulares, hemorragia ou areas de necrose.
Entretanto, em todos os grupos com implantacdo tumoral alguns animais apresentaram pielonefrite
cronica discreta (Figura 51).

Em todas as laminas do tumor analisadas foi observada a presenca de necrose associada a

area tumoral (Figura 52).
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Figura 41 - Fotomicrografia do baco em Ctr (A), NP(EV) (B), T-Ctr (C) T-NP(IT) (D), T-NP(EV)AFM
(E), T-NP(IT)AFM (F), T-AFM (G) e T-NP(EV) (H). Hiperplasia linfoide ( ) e hematopoiese (seta laranja).
A, B, C, D, E, F, GeH Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administragdo endovenosa de soro
fisioldgico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administragdo endovenosa da NPM-
HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administragdo intratumoral de soro fisiol6gico
0,9%; T-NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral da NPM-HFn; T-
NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn; T-AFM:
Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral de soro fisiolégico 0,9% e foram
expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a
administracdo intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(EV)-
AFM: Camundongos com tumor que receberam a administra¢cdo endovenosa da NPM-HFn e foram
expostos ao campo magnético alternado (HE, 100X);

0 A0 42 P
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Figura 42 - Fotomicrografia do cérebro em Ctr (A), NP(EV) (B), T-Ctr (C) T-NP(IT) (D), T-NP(EV)AFM
(E), T-NP(IT)AFM (F), T-AFM (G) e T-NP(EV) (H). Congestéo e edema perivascular (seta laranja) em T-
NP(EV)AFM (E). A, B, C, D, E, F, G e H Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administracdo
endovenosa de soro fisioldgico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administragdo
endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administra¢do intratumoral
de soro fisiolégico 0,9%; T-NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administracéo intratumoral
da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a administragdo endovenosa da NPM-
HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administragdo intratumoral de soro fisiolégico
0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que
receberam a administracdo intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-
NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administragdo endovenosa da NPM-HFn e
foram expostos ao campo magnético alternado (HE, 100X);
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Figura 43 - Fotomicrografia do figado. Hematopoiese ( ) em Ctr (A), NP(EV)

T-NP(EV)AFM (E), T-NP(IT)AFM (F), T-AFM (G) e T-NP(EV) (H). Inflamacédo aguda (seta laranja) em
T-NP(EV)AFM (E). A, B, C, D, F, G e H (HE, 100X); E Ctr: Camundongos sem tumor que receberam
administracdo endovenosa de soro fisioldgico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a
administracdo endovenosa da NPM-HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administracdo
intratumoral de soro fisioldgico 0,9%; T-NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administracdo
intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a administracdo
endovenosa da NPM-HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administragéo intratumoral
de soro fisioldgico 0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos
com tumor que receberam a administracdo intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo
magnético alternado; T-NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administragdo
endovenosa da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado (HE, 200X).
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Figura 44 - Fotomicrografia do linfonodo em Ctr (A), NP(EV) (B), T-Ctr (C) T-NP(IT) (D), T-
NP(EV)AFM (E), T-NP(IT)AFM (F), T-AFM (G) e T-NP(EV) (H). Mestastase ( ) em T-Ctr, T-AFM e T-
NP(EV). Hemossiderose. Micrometastase, células isoladas (seta verde) em G3. * tecido linfoide, * necrose.
B, e D (HE, 200X); C e H Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administra¢do endovenosa de soro
fisioldgico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administragdo endovenosa da NPM-
HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administragdo intratumoral de soro fisiol6gico
0,9%; T-NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administracao intratumoral da NPM-HFn; T-
NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn; T-AFM:
Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral de soro fisiol6gico 0,9% e foram
expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a
administracao intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(EV)-
AFM: Camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn e foram
expostos ao campo magnético alternado (HE, 100X).
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Figura 45 - Fotomicrografia do pulméo. Congestédo ( ) em Ctr (A), NP(EV) (B), T-Ctr (C) T-NP(IT) (D),
T-NP(EV)AFM (E), T-NP(IT)AFM (F), T-AFM (G) e T-NP(EV) (H). Hemorragia () em Ctr (A),
NP(EV) (B), e T-NP(EV) (H). Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administragio endovenosa de
soro fisiolégico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administragdo endovenosa da
NPM-HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral de soro
fisiologico 0,9%; T-NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral da
NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-
HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administragdo intratumoral de soro fisiol6gico
0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que
receberam a administracdo intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-
NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn e
foram expostos ao campo magnético alternado A, B, C, D, E, F e G (HE, 100X); H (HE, 25X).
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Figura 46 - Fotomicrografia do rim em Ctr (A), NP(EV) (B), T-Ctr (C) T-NP(IT) (D), T-NP(EV)AFM (E),
T-NP(IT)AFM (F), T-AFM (G) e T-NP(EV) (H). Inflamagéo () em T-NP(EV)AFM (E), T-NP(IT)AFM
(F), T-AFM (G) e T-NP(EV) (H). Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administracdo endovenosa
de soro fisioldgico 0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administracdo endovenosa
da NPM-HFn; T-Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administragdo intratumoral de soro
fisioldgico 0,9%; T-NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral da
NPM-HFn; T-NP(EV): Camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-
HFn; T-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administragdo intratumoral de soro fisiolégico
0,9% e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que
receberam a administracdo intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-
NP(EV)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn e
foram expostos ao campo magnético alternado A, B, C, D, E, F, G e H (HE, 100X).
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Figura 47 - Fotomicrografia do tumor na mama em Ctr-2 (A), NP(EV)-28 (B), T-Ctr-28 (C) T-NP(IT)-28
(D), T-NP(EV)AFM-28 (E), T-NP(IT)AFM-2 (F), T-AFM-2 (G) e T-NP(EV)-28 (H). Mama(*), tumor( ),
necrose(*).Ctr: Camundongos sem tumor que receberam administracdo endovenosa de soro fisiol6gico
0,9%; NP(EV): Camundongos sem tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn; T-
Ctr: Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral de soro fisiolégico 0,9%; T-
NP(IT): Camundongos com tumor que receberam a administracdo intratumoral da NPM-HFn; T-NP(EV):
Camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn; T-AFM:
Camundongos com tumor que receberam a administracéo intratumoral de soro fisiologico 0,9% e foram
expostos ao campo magnético alternado; T-NP(IT)-AFM: Camundongos com tumor que receberam a
administracao intratumoral da NPM-HFn e foram expostos ao campo magnético alternado; T-NP(EV)-
AFM: Camundongos com tumor que receberam a administracdo endovenosa da NPM-HFn e foram
expostos ao campo magnético alternado
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6. DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo testar a biocompatibilidade/toxicidade, biodistribuicdo e
eficacia antitumoral de NPM-HFn, amostra magnética nanoestruturada, recentemente sintetizada,
constituida por nanoparticulas de magnetita recobertas com ferritina humana. Antes dos testes
biol6gicos, a amostra foi extensivamente estudada em suas caracteristicas dimensionais, fisico-
quimicas, magnéticas, hipertérmicas, coloidais, entre outras, tendo-se concluido que possui
caracteristicas adequadas para mediar a magnetohipertermia (MHT) (GUERRINI, 2017),

escolhida como forma terapéutica no presente estudo.

6.1. CONSIDERACOES SOBRE AS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DA
NPM-HFn

Jé& estd bem estabelecido na literatura que biocompatibilidade, biodistribuicdo e eficacia
das NP dependem de suas caracteristicas fisico-quimicas, em especial da composicdo, incluindo a
cobertura, carga superficial, dimensdo e morfologia das NP (PORTILHO- CORREA, 2011).

O grupo de pesquisadores do Centro de Nanociéncia e Nanobiotecnologia - CNANO - (IB,
UnB) tem investigado a biocompatibilidade de amostras magnéticas com naturezas quimicas
diferentes, como magnetita (GARCIA, 2002, 2005; FREITAS et al., 2002; LACAVA, 2002;
CHAVES et al., , 2005; BARBOSA, 2004; SADEGHIANI, 2004; AVELINO, 2013), maghemita
(PORTILHO-CORREA, 2007, 2011; BRUGIN, 2007; ESTEVANATO, 2008; SALDANHA,
2008; CAMPOS DA PAZ, 2012; ROMERO, 2015) e ferrita de cobalto (KUCKELHAUS, 2003),
tendo mostrado que entre elas as NP de maghemita sdo as mais biocompativeis (GARCIA, 2002;
BRUGIN, 2007), o que se deve ao fato de ja estarem oxidadas, diferentemente das de magnetita
(GARCIA, 2002; SOUZA, 2015).

Entretanto, além de serem as Unicas aprovadas para uso clinico (WATANABE et al.,
2013), as constituidas de magnetita apresentam maior capacidade de aumentar o calor quando
submetidas a campo magnético alternado, sendo, portanto, mais promissoras para realizar o
processo de magnetohipertermia (GUPTA, 2007; GUARDIA et al., 2010), razéo porque foram
escolhidas para o desenvolvimento deste trabalho.

De fato, o teste de termometria mostrou que os volumes passiveis de serem aplicados
intratumoral, endovenosa ou intraperitonealmente da amostra NPM-HFn (60 a 100 pL)
proporcionaram rapido aumento da temperatura, sendo este adequado (42-45 °C) para realizacéo
da hipertermia (HILGER & KAISER, 2012).
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Estudos prévios mostraram que nanoparticulas de magnetita sem cobertura apresentam
toxicidade relevante (LACAVA et al., 1998; GUPTA & CURTIS, 2004) e que este efeito é dose
dependente (WATANABE et al. 2013). Como a ferritina € uma proteina natural do organismo
presente no interior das células e no sangue que ndo ativa respostas inflamatorias e imunolégicas
(ROMAGNANI, 2006), foi selecionada para a funcionalizacdo das nanoparticulas de magnetita
da amostra NPM-HFn. Em conformidade, os resultados dos testes de toxicidade mostraram poucas
alteracBes bioquimicas e hematoldgicas e auséncia de genotoxicidade nessa amostra, como
previamente observado apo6s funcionalizacdo de nanoparticulas de magnetita por diferentes
moléculas biocompativeis (GUPTA & GUPTA, 2005; LACAVA, 2004; PETRI-FINK et al.,
2005; WAN et al., 2007; SINGH et al., 2010; KIM et al., 2012,) capazes de promover a
estabilidade, ao evitar a aglomeracao das nanoparticulas (WILSON et al., 2002).

Além disto, com a superexpressdo de receptores apropriados nas células tumorais, a
cobertura de ferritina pode favorecer o direcionamento da amostra para o tumor, como observado
apoOs administracdo endovenosa da amostra. Estratégias que promovam o direcionamento da
formulacdo para o tumor, seja anticorpo (CAMPOS DA PAZ, 2012) ou uma simples cobertura
usada para funcionalizar a NP com propriedades como a da ferritina, aumentam a chance de
sucesso do tratamento, ou seja, sua eficacia, enquanto minimizam os efeitos adversos, ou seja,
aumentam a eficiéncia do tratamento (CAVALLE & PUNTES, 2015). Por vezes ao associar uma
cobertura as nanoparticulas, aquela perde a funcao de reconhecer ou ser reconhecida pelo alvo. As
moléculas de ferritina da amostra NPM-HFn continuaram aptas a serem reconhecidas pelo
receptor de transferina TfR1, como comprovado por estudos in vitro (GUERRINI, 2017).

As nanoparticulas de magnetita da amostra NPM-HFn apresentaram diametro de 12,7 +
0,7 nm, eram monodispersas e quando funcionalizadas por ferritina apresentaram o diametro
hidrodindmico de 70 nm. Estas caracteristicas sdo interessantes do ponto de vista de aplicagdo
biomédica, especialmente quando visando a hipertermia para tratamento dos tumores porque o
tamanho das NP influencia nas interacdes com proteinas, biodistribuicdo e velocidade de
eliminacdo (clearance), penetracdo e acimulo no tumor e seu destino para outros alvos. Sabe-se
que particulas maiores acumulam mais nos tumores, mas ficam restritas as regiGes da periferia,
proximas aos capilares sanguineos, enquanto as NP menores podem penetrar mais profundamente
nos tumores (CAVALLE & PUNTES, 2015). Particulas menores que 6 nm (core + surfactante)
sdo rapidamente eliminadas pelos rins, enquanto as maiores que 100 nm séo rapidamente retiradas
da circulacdo pelo sistema imunitario, a menos que tenham uma cobertura para atrasar seu
reconhecimento, como a feita por PEG.

Nanoparticulas na faixa intermediaria, como as da NPM-HFn, apresentam as melhores

capacidades de penetracdo e acumulagdo no tumor (SPERLING et al, 2009), outro fator a explicar
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a presenca de ferro nas laminas histolégicas do tumor apos injecdo endovenosa. Para que 0s
resultados de MHT ap0s administracdo endovenosa observados neste trabalho levassem a uma
reducdo do tumor de 89% era imprescindivel que as NP estivessem acumuladas no tumor.

De acordo com Skotland e colaboradores (2010), nanoparticulas com diametro
hidrodinamico maior que 30 nm tém maior absorcdo pelo figado e baco, érgdos em que a maior
parte das NPM foi encontrada. E esperado que apds a administracio intraperitoneal, como a feita
na primeira etapa deste trabalho, as NPM sejam captadas por macréfagos do SER (sistema
reticuloendotelial), reduzindo o tempo de circulacdo sanguinea e sendo acumuladas no figado
(VARNA et al., 2012), para depois serem redistribuidas para os demais 6rgéos (KIM et al., 2008).
A grande concentracdo de ferro encontrada no figado poderia ser devida as repetidas doses da
NPM-HFn ao longo do tempo, (AGOTEGARAY et al.2016); o figado atuaria como um sistema
de desintoxicacdo e as repetidas doses poderiam causar bioacumulacéo hepatica.

As propriedades das NP s&o também influenciadas por sua morfologia. Embora o formato
esférico ou arredondado das NP estudadas seja comumente escolhido devido a simplicidade de
sintese e facil funcionalizacdo, outros formatos podem também ter interesse para aplicacdes
biomédicas porque levam a diferentes propriedades, como por exemplo maior extravasamento de
NP semelhantes a hastes (rod-like). (SMITH et al, 2012).

6.2. CONSIDERACOES SOBRE A TOXICIDADE E BIODISTRIBUIGAO DA NPM-
HFn

Testes de toxicidade foram realizados ap6s administracao intraperitoneal da amostra (etapa
1). Alguns deles foram feitos também apds administracdes endovenosa e intratumoral da amostra
(etapa 2).

Em principio, NP desenvolvidas a partir de magnetita sdo biocompativeis. Entretanto, NP
podem ser tdxicas devido a contaminacdo com bactérias ou simplesmente pelo uso de reagentes
de baixa qualidade durante sua sintese. Testes in vitro realizados previamente (GUERRINI, 2017)
mostraram auséncia de toxicidade, eliminando estas possibilidades.

Ainda que a amostra NPM-HFn tenha sido delineada para apresentar biocompatibilidade
e os testes in vitro tenham mostrado auséncia de toxicidade, quando ndo expostas a campo
magnético, testes de sua biocompatibilidade/toxicidade sdo imprescindiveis, atendendo a demanda
pelo aumento dos conhecimentos relacionados a crescente exposi¢cdo dos seres Vvivos as
nanoestruturas e porque minimas diferengas entre suas caracteristicas podem levar a fungdes

diferentes.
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Em especial, o potencial das nanoparticulas em causar danos ao DNA € um aspecto que
tem merecido atengcdo (KARLSSON et al., 2015). Entre os testes de genotoxicidade, o teste cometa
e o teste de micronucleo s&o os mais frequentemente utilizados. Enquanto o teste cometa detecta,
pela migragédo dos fragmentos do DNA em um gel, lesdes causadas por fragmentacdo e/ou
modificacfes no DNA (ARALDI et al., 2015), e esses danos podem ser reparados sem resultar em
alteracdes permanentes (BRENDLER-SCHWAAB et al., 2005), o teste de micronucleo avalia
danos irreparaveis no cromossomo (KRISHNA & HAYASHI, 2000). Considerando que cada um
desses testes detecta danos no DNA causados por mecanismos de acdo diferentes (SINGH et al.,
2009), para evitar possivel resultado falso negativo de um so teste, ambos foram usados para
estudar a amostra NPM-HFn em camundongos Swiss fémeas.

O Metil Metanosulfonata (MMS), por ser agente de alquilacdo de DNA que causa
pareamento incorreto das bases e bloqueio da replicacdo através da troca da guanina por 7-
metilguanina e da adenina por 3-metiladenina, e em consequéncia tem efeito citotdxico e
mutagénico, foi escolhido como controle positivo (QURESHI et al., 1989; LUNDIN et al., 2005).
Nishikawa e colaboradores (1999) demonstraram que o tratamento com MMS em uma unica
administracdo induz a formacdo de micronucleos mais do que quando administrado por mais de
trés vezes consecutivas. Diante disso, optou-se por utilizar uma Unica dose do MMS. Entretanto,
na dose e parametros utilizados no trabalho, ainda que tenha sido o que mais microndcleos induziu,
o MMS néo apresentou efeito tdxico significativo. Entretanto, no teste cometa, o0 MMS foi
genotdxico e serviu, portanto, como controle adequado.

Administrada a camundongos saudaveis, a NPM-HFn ndo apresentou efeitos genotdxicos
ou mutagénicos. Esses resultados estdo em acordo com os de Xia e colaboradores (2015) em que
a cobertura de nanoparticulas de magnetita com ouro, prata, platina, quitosana ou silica, reduz
consideravelmente a formacao de micronucleo e de danos no DNA, quando em comparagdo com
a magnetita pura, sem cobertura. O fato de que trés diferentes doses da NPM-HFn ndo tenham
levado a genotoxicidade e ou citotoxicidade também é interessante, pois diferem dos relatos de
Freitas et al (2002) que mostram que nanoparticulas de magnetita com dupla cobertura de acido
dodecanoico e alcool etoxilado induzem genotoxicidade dose-dependente.

De forma similar, a excecao de reducdo temporaria do consumo de ragdo no grupo com
maior administracdo da NPM-HFn (C3) até o quinto dia, ndo foram observadas diferencas
significativas no peso corporal dos animais entre todos os grupos, nem ulceragdo na pele, perda
de peso, ou outras alteracGes evidentes. N&o foi observada perda de peso nem mesmo nos animais
portando tumores tratados com NPM-HFn, na auséncia ou presenca de campo magnético. Ja é bem
estabelecido que alta toxicidade leva a perda de peso (FERNANDEZ-SALGUERO et al., 1996).

Este, portanto, é outro aspecto a indicar boa tolerancia dos camundongos & administragdo da NPM-
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HFn, em concordancia com outros testes e estudos que utilizaram nanoparticulas de magnetita ou
nanoparticulas de ferritina (GU et al., 2012; RUIZ et al., 2013; LIANG et al., 2014).

Anadlises hemoliticas e bioquimicas também foram realizadas para avaliar o potencial de
toxicidade da amostra NPM-HFn. O hemograma consegue detectar anemias, pProcessos
inflamatdrios, alérgicos e parasitolégicos e também disturbios na coagulacdo sanguinea
(EVERDS, 2006). Apesar de reducéo significativa de HCM e CHCM terem sido observados apds
os tratamentos com 12,5 mg/Kg da NPM-HFn (grupo C2: HCM e CHCM) e 25 mg/Kg da NPM-
HFn (grupo C3: CHCM), os valores médios destas varidveis permaneceram dentro (CHCM) ou
ligeiramente abaixo (HCM) dos valores de referéncia para camundongos (EVERDS, 2007;
THRALL et al., 2007). De forma similar, nos animais saudaveis (grupo controle) que receberam
administracdo da NPM-HFn por via endovenosa também ocorreu diminuicdo significativa da
concentracdo de hemoglobina corpuscular média, tanto no subgrupo 2 quanto no subgrupo 28.

Segundo a literatura, a diminuicdo de CHCM pode ser devida ao inchago dos eritrocitos
(MORSY et al., 2016). Isoladamente, esses resultados sugerem que as dosagens mais altas
poderiam induzir alguma hematotoxicidade, principalmente em termos de reducdo da capacidade
transportadora de oxigénio, a principal funcdo da hemoglobina. Entretanto, como MCH indica a
quantidade média de hemoglobina que transporta oxigénio dentro de um eritrdcito, sendo seu valor
calculado a partir dos resultados da contagem de eritrocitos e dosagem de hemoglobina (HGB x
10/Eritrécitos), enquanto CHCM indica a concentracdo média de hemoglobina dentro dos globulos
vermelhos (em relacdo a 1 dL de eritrécitos), sendo seu valor calculado a partir dos resultados da
dosagem de hemoglobina e hematdcrito (HGB x 100/HCT) (EVERDS, 2007; COSTA et al.,
2004), e ndo foram observadas alteracdes significativas no nimero de eritrocitos, hemoglobina
(HGB) ou hematocrito (HCT), em conjunto, esses resultados mostram que, nas concentracfes
utilizadas, a NPM-HFn ndo foi citotoxica

Foi identificada diminuicéo significativa dos linfécitos no grupo com tumor que recebeu a
administracdo da NPM-HFn por via IT seguida pela exposicdo ao campo magnético alternado. A
mesma observacdo foi feita no grupo saudavel que recebeu a administracdo da NPM-HFn, porém
este parametro estava normalizado no subgrupo 28. Outros estudos também encontraram que
nanoparticulas metalicas diminuem a proliferacéo e viabilidade de linfocitos (MALACZEWSKA,
2014; SLIWINSKA et al., 2015) e pode ocorrer devido ao poder imunossupressor da ferritina
sobre a proliferacdo e maturagéo das mesmas (RECALCATI et al., 2008).

Além disso, a quantidade de plaquetas sofreu grande aumento no grupo com tumor que
recebeu a administracdo da NPM-HFn por via EV. O aumento de plaquetas pode estar relacionado
a lesdes no vaso sanguineo ocasionadas por sucessivas injecdes e ao préprio acumulo de

nanoparticulas observado na veia caudal dos animais que receberam a administragdo endovenosa
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(RADOMSKI et al., 2005). Nanoparticulas magnéticas tendem a se aglomerar na solucao
dispersante, devido a dois fenémenos, floculacéo, pequenos agregados de NPM, ou coagulacéo,
agregados mais densos de NPM (SHAW, 1975) e provavelmente é o que explica o ferro visivel
nas laminas histologicas coradas por Perls.

A reducéo do ferro sérico no subgrupo 2 saudavel que recebeu a administracdo da NPM-
HFn € condizente com a reducdo de hemacias observada (MCH e MCHC), as quais sdo
constituidas principalmente por ferro. Entretanto, essa reducao ndo foi observada no subgrupo 28,
evidenciando ter sido uma alteracdo temporaria.

Uma das alteragdes encontradas nos testes bioquimicos, foi 0 aumento de AST nos grupos
C1 e C3 e no grupo que recebeu a amostra por via endovenosa. Em camundongos, a AST €
encontrada em uma variedade de tecidos, incluindo figado, musculo esquelético, masculo
cardiaco, eritrocitos, vasos sanguineos, cérebro, intestino, rins e testiculos. A maior atividade
especifica de AST é encontrada no musculo cardiaco e a menor, no masculo esquelético. No
figado, € encontrada principalmente em hepatdcitos periportais (QUIMBY & LUONG, 2007). O
aumento de AST nao foi acompanhado por alteracdes da ALT, enzima usada para avaliar o dano
hepatocelular (QUIMBY & LUONG, 2007), encontrada principalmente no figado, mas também
ativa no intestino, nos rins, no corag¢do, nos musculos esqueléticos e no cérebro. O aumento do
AST observado neste trabalho também néo foi acompanhado por alteracéo histopatoldgica, sendo
0 acumulo de NPM-HFn no figado observado apenas nas células de Kupfer e ndo dentro dos
hepatocitos.

Ao contrério de AST, ALT e ADH, que séo enzimas citoplasmaticas (ALT e ADH) e
mitocondriais (AST), e apresentam atividade sérica aumentada quando ha ruptura de membranas
danificadas, a fosfatase alcalina é uma enzima induzivel, cuja atividade sérica aumenta devido ao
aumento de sua sintese. Sua funcéo fisioldgica exata ndo é conhecida, mas sabe-se que atua no
transporte de metabdlitos através das membranas celulares (QUIMBY & LUONG, 2007). A
atividade da fosfatase alcalina plasmatica € um parametro clinico frequentemente avaliado em
estudos de toxicidade (HATAYAMA et al., 2011). Em camundongos, sua atividade plasmatica
resulta da atividade total de isoenzimas individuais derivadas de diferentes tecidos, como
intestinal, 0sseo, hepatico, renal e trofoblastos da placenta (QUIMBY & LUONG, 2007). A
diminuicdo da fosfatase alcalina observada no grupo C3 poderia ser devido a hepatotoxicidade,
mas como a alteragdo da AST, ndo foi acompanhada por alteragdes histopatoldgicas no figado.

Ao mesmo tempo, a amostra NPM-HFN n&o alterou os niveis séricos de enzimas

associadas a funcdo renal (creatinina e ureia).
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Nos exames histopatoldgicos, a NPM-HFn ndo causou alteracbes severas nos 0rgaos
analisados. A congestdo e hemorragia pulmonar encontradas provavelmente decorrem da coleta
do 6rgdo, uma vez que foram encontradas também no grupo controle.

O excesso de ferro intracelular esta relacionado ao aumento de radicais livres que podem
causar danos oxidativos e desencadear processos patoldgicos, como a degeneracao hidropica, que
€ 0 aumento de agua intracelular (SILVA et al., 2008; ABDELHALIM & JARRAR, 2011),
observada no figado de alguns animais.

Em conjunto, os resultados dos testes de genotoxicidade, das analises bioquimicas,
hematologicas e histopatoldgicas sdo concordantes com os dos testes in vitro prévios (GUERRINI,
2017) e sugerem a ndo-toxicidade da amostra NPM-HFn.

Estudos da biodistribuicdo da NPM-HFn foram feitos nas duas etapas, ou seja, apos
admininstragdes intraperitoneal, endovenosa e intratumoral.

O destino e biodistribuicdo das nanoestruturas dependem de suas caracteristicas fisico-
quimicas, mas também da via de entrada (RUENRAROENGSAK et al., 2010).

Capilares descontinuos presentes no figado, baco e medula 6ssea tém poros entre 100 e
1000 nm e permitem a passagem de nanoparticulas entre o plasma e intersticio. NP entre 6 e 40
nm seguem os caminhos das proteinas ou de seus agregados e finalmente acumulam-se nos 6rgaos
do sistema fagocitico mononuclear, especialmente figado e baco. NP maiores do que 40 nm sdo
facilmente reconhecidas pelo sistema imunitario e também acabam no figado e baco, mas por
caminhos diferentes, apos fagocitose (CAVALLE & PUNTES, 2015).

Ainda, o destino e biodistribuicdo das nanoestruturas dependem também de sua
estabilidade coloidal. Quando ha& agregacdo e sedimentacdo, as NP adquirem propriedades
diferentes (CAVALLE & PUNTES, 2015). Neste trabalho foi possivel visualizar a presenca de
ferro no baco, figado, tumor e, em alguns casos, no pulmdo. Os pontos de visualizacdo ao
microscopio de luz provavelmente refletem agregacéo das nanoparticulas e ndo somente do ferro
advindo delas, como comentado acima.

Alguns fatores sdo importantes para determinar a biodistribuicdo das nanoparticulas no
organismo, fatores como a via de administracdo, propriedades fisico-quimicas, o ambiente
fisiolégico onde sdo introduzidos, o tamanho, o formato e a carga superficial das nanoparticulas
(ALMEIDA et al., 2011). Tais propriedades dependem da cobertura do nucleo magnético
(AGOTEGARAY et al., 2016).

Analisando a biodistribuicdo da NPM-HFn, foi notada retencdo das nanoparticulas no
figado e no bago, como nos testes em animais saudaveis previamente realizados e também no
tumor, principalmente apds injecdo intratumoral da amostra NPM-HFn. Como discutido

anteriormente, varios estudos ja demonstraram retencdo de particulas magnéticas no figado e no
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baco (LACAVA et al., 2004; CHAVES et al., 2005; SADEGHIANI et al., 2005). Por ser o0 6rgdo
com maior quantidade de macréfagos (células de Kupffer), o figado esta associado a captacdo de
NPM (LACAVA, 2004; GARCIA et al., 2005; MORNET et al., 2006; ALALAIWE et al., 2017),
0 que justifica o aumento de ferro no figado dos animais que receberam a administracdo da NPM-
HFn.

O baco de todos os animais apresentava ferro, pois parte do ferro detectado vem da
destruicéo de eritrocitos senescentes e da consequente liberagéo do ferro no grupo heme. Os grupos
tratados com a NPM-HFn apresentaram maior concentracdo de ferro na polpa vermelha, onde ha
grande presenca de macrofagos e linfdcitos. Este aumento de ferro esta de acordo com o aumento
no peso relativo do baco em todos os animais que receberam a amostra. Entretanto, vale ressaltar
que nenhum efeito histopatoldgico devido a administracdo da NPM-HFn foi encontrado.

A concentracgdo de ferro aumentada vista no pulméo, por sua vez, pode ser atribuida a alta
irrigacdo sanguinea do 6rgédo. O endotélio dos capilares pulmonares apresenta morfologia continua
permitindo que pequenas moléculas sejam transportadas através da parede capilar (CHRASTINA
et al., 2011). Observacdo similar foi também previamente observada com NPM recobertas com
citrato (GARCIA, 2002, SOUZA, 2015).

A baixa concentracao de ferro encontrada no cérebro sugere que a NPM-HFn ndo consegue
atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) em grande quantidade.

O rim dos animais do grupo que recebeu a NPM-HFn por via intratumoral e o grupo do
tratamento com campo magnético e também o de administracdo das nanoparticulas por via
endovenosa apresentaram um leve aumento de ferro, o que indica que a NPM-HFn pode estar
sendo excretada pela urina. Outro estudo mostrou que nanoparticulas de ferritina foram excretadas
tanto pelas fezes quanto pela urina (LIANG et al., 2014). A alteracdo observada no rim, a
pielonefrite crbnica discreta, esta relacionada a implantacdo tumoral e ndo a administracdo da
NPM-HFn, uma vez que, foi encontrada apenas nos animais com tumor.

Foi observado discreto acimulo de NPM no linfonodo subliaco de todos os animais que
receberam a amostra. Ainda, todos o0s animais que apresentaram micrometastases no linfonodo e
apenas eles também apresentaram hiperplasia linfoide. Este tipo de hiperplasia ocorre em resposta
tanto a danos no tecido, quanto a uma neoplasia ou invasdo de microrganismos (HALEY, 2017).

Em conjunto, os resultados demonstraram a biocompatibilidade da amostra NPM-HFn,
pois ndo causa danos ao DNA, ndo é citotoxica, ndo mostrou alteragdes hematoldgicas e
bioquimicas significativas e nem alteracfes histopatoldgicas, em camundongos saudaveis,

caracteristicas importantes para o fluido magnético ser utilizado no tratamento de tumor.

97



6.3. CONSIDERACOES SOBRE A EFICACIA DA NPM-HFn PARA O
TRATAMENTO DE ADENOCARCINOMA MAMARIO DE EHRLICH

Muito do que se conhece atualmente sobre o processo de carcinogénese em humanos é
resultatante de estudos utilizando modelos de desenvolvimento de tumor em camundongos. Entre
0s varios modelos experimentais disponiveis (MOGNETTI et al., 2006; BAHR et al., 2015), foi
escolhido o tumor de Ehrlich, que apresenta rapido crescimento, facilidade de manuseio e
agressividade (NASCIMENTO et al., 2006; ELBIALY & MADY, 2015) e é proveniente do
adenocarcinoma mamario em camundongo (VIOLATO et al., 2014). O tumor de Erhich tem sido
usado com sucesso para estudo da eficacia de tratamento com estratégias nanotecnologicas
(MIRANDA-VILELA, 2013, 2014; SOUZA, 2015) e permitiu investigacdo da eficacia da amostra
NPM-HFn.

Em particular, nesse estudo foi escolhido 0 modelo ortotpico em que as células tumorais
de Ehrlich sdo inoculadas na glandula mamaria, o local de origem desse tumor (KUBOTA, 1994),
e que recentemente foi aperfeicoado por nosso grupo de pesquisa (ROMERO, 2015).

O tecido tumoral € caracterizado por possuir vasculatura irregular. As células tumorais
superexpressam fatores de crescimento que induzem a formacao de novos vasos (angiogénese), o
gue provoca uma desorganizacdo dos vasos podendo induzir a estagnacdo do fluxo sanguineo.
Essa condicdo provoca hipdxia, diminuicdo do pH e a incapacidade de dissipar o calor com
eficiéncia, provocando maior susceptibilidade ao dano causado pelo aumento da temperatura
(NIELSEN et al., 2001). Adicionalmente, o desbalanceamento na expressdo de moléculas pro-
angiogénicas e anti-angiogénicas promove descontinuidade da camada endotelial, formando
fenestras de 300 nm a 4700 nm entre as células endoteliais (NEHOFF et al., 2014), possibilitando,
assim, acimulo de particulas menores de 200 nm no sitio tumoral, chamado de efeito de
permeabilidade e reten¢do aumentada (efeito EPR) (MATSUMURA & MAEDA, 1986). Devido
a essas peculiaridades, o aumento da temperatura para 42 - 45 °C induz a morte das células
tumorais por necrose ou apoptose (KOBAYASHI et al., 2014), como observado em nossos
experimentos. Ainda que ndo afete as células normais, pode induzir também desnaturacéo de
proteinas, as quais estdo envolvidas na sinalizacdo, na membrana celular, no citoesqueleto, na
manuten¢do do DNA, entre outras funcdes, causando inibi¢do do crescimento celular e apoptose
(GAZEAU et al., 2008).

Neste trabalho foram comparadas, ainda de forma preliminar, duas formas de
administracdo da NPM-HFn, via endovenosa e via intratumoral. Os dados apresentados ressaltam

que o tratamento utilizando magnetohipertermia mediada por nanoparticulas magnéticas de

98



magnetita funcionalizadas com ferritina humana possibilitou a regressdo tumoral, tanto com a
administracao intratumoral quanto pela administracdo endovenosa.

O tratamento da NPM-HFn por via endovenosa e exposi¢do ao campo magnético levou a
retardamento do desenvolvimento tumoral, tanto no subgrupo 2 quanto no subgrupo 28. Conforme
discutido anteriormente, as NPM da amostra testada tém didmetro adequado para serem
administradas por via endovenosa (SINGH et al., 2010). Dados da literatura mostram que
nanoparticulas de ferritina carreando doxorrubicina (LIANG et al. 2014), sem nenhum ligante,
conseguem entregar o farmaco especificamente as células tumorais, ap6s a administracéo
endovenosa, devido a superexpressao de seu receptor TfR1 nas células tumorais (FAN et al., 2013;
ZHAO et al., 2016). No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para confirmar a captacao da
NPM-HFn facilitada pela TfR1 e sobre a superexpressdo de TfR1 no tumor de Ehrlich.

Também foi mostrado (FAN et al., 2013; ZHAO et al., 2016) que 24 horas apds a
administragdo das nanoparticulas havia acumulo da amostra especificamente ao tumor, sendo
pouco acumulado no restante do organismo, diferentemente das NP de magnetita que também se
acumulam no figado e baco.

Embora a coloracédo de Perls ndo tenha possibilitado a visualiza¢do expressiva de ferro no
tumor ap6s administracdo por via endovenosa, esta forma foi eficaz na MHT, do que se deduz a
presenca de NP na regido tumoral. E possivel que aglomerados passiveis de serem observados ao
microscopio de luz ndo tenham sido formados, o que € uma condicdo desejavel, ou que o corte
histoldgico ndo tenha capturado a area de concentracdo da nanoparticulas. Além disso, um estudo
mostrou que 70% das nanoparticulas de ferritina carreando um farmaco sdo eliminadas do
organismo apos 4 dias, principalmente pelo figado (LIANG et al., 2014). Dessa forma, as NPM-
HFn ja teriam sido eliminadas do tumor na hora da coleta dos 6rgdos quando administradas
endovenosamente. Estudos espectroscopicos dos tumores poderiam clarear este aspecto.

Acompanhar a biodistribui¢do in vivo da NPM-HFn por ressonancia magnética seria uma
estratégia para poder aplicar o campo magnético no momento de maior concentracdo das
nanoparticulas no tumor, o que aumentaria sua eficacia.

Apesar de ndo ter sido possivel detectar diminui¢do do volume tumoral, quando mensurado
por paquimetro, no subgrupo 2 que recebeu a NPM-HFn por via intratumoral seguida pela
exposicao ao campo magnético, quando o tumor ex vivo foi analisado por microscopia de luz, foi
possivel notar grande area de necrose e diminuicdo de 88% da area tumoral em comparagdo com
0 grupo controle tumor. Este resultado €, portanto, equivalente a diminuicado de 89% observada no
grupo que recebeu o tratamento da NPM-HFn por via endovenosa seguido pela exposi¢do ao

campo magnético.
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Este trabalho expde que a medicdo do volume tumoral utilizando paquimetro ndo é
fidedigna para mensurar clinicamente o volume tumoral, uma vez que néo € possivel diferenciar
0 volume tumoral do volume da NPM-HFn injetada no tumor, nem do volume da necrose ou do
infiltrado de inflamatdrio. Vale lembrar que como a massa tumoral cresce em uma velocidade
maior que a vascularizacdo, a necrose ocorre de forma espontanea também nos tumores nao
tratados.

As analises ex vivo dos tumores do subgrupo 28 que recebeu a NPM-HFn por via
intratumoral seguida pela exposi¢do ao campo magnético, mostram que houve grande aumento da
area tumoral e, portanto, reincidéncia tumoral. Os dados sugerem que na forma intratumoral de
administracdo, a penetracdo no tumor pode ter rompido vasos e facilitado o extravasamento de
células tumorais. O fato de mao terem sido encontradas micrometastases quando a administracédo
é endovenosa reforga essa ideia.

Tais achados, assim como a ndo inducdo de micrometastases, indicam a administracéo da
NPM-HFn por via endovenosa bastante vantajosa.

Embora a multimodalidade ou terapias associadas seja mais estudada atualmente, inclusive
na nanotecnologia (CAVALLE & PUNTES, 2015), neste trabalho apenas uma terapia foi testada,
a MHT. O fato de ndo se ter obtido cura total do tumor de Ehrlich nas circunstancias usadas esta
em acordo com o estado de arte das modalidades simples de tratamento em que se verifica ndo
serem capazes de curar o cancer por si mesmas (CAVALLE & PUNTES, 2015). Entretanto, o fato
de se ter obtido 89% de eficicia com o uso da NPM-HFn é bastante relevante. O uso concomitante
de um quimioterapico, como observado em relatos da literatura (ROMERO, 2015), poderia elevar
a eficécia do tratamento a 100%.

Uma vez que a utilizacdo concomitante da magnetohipertermia com a quimioterapia pode
aumentar a captacao e a sensibilidade das células tumorais aos quimioterapicos (RAO & DENG,
2010), o uso da MHT mediada por NPM-HFN, que por si s6 levou a regressao tumoral de até 89%,
poderia funcionar como adjuvante e aumentar a eficacia do tratamento, levando a regressao
completa do tumor. Adicionalmente, encapsular uma substancia antioxidante ou anti-tumoral na
NPM associada a ferritina poderia também aumentar a eficacia do tratamento.

Na realidade, uma sO plataforma nanotecnoldgica pode apresentar multifuncbes no
tratamento do cancer. Em consonancia, a sintese de NPM-HFn foi alterada para que também seja
usada como carreador do quimioterapico doxorrubicina (GUERRINI, 2017). Dados preliminares
mostram que essa nova formulacdo leva a diminuicdo da viabilidade de células tumorais,
especialmente quando associada a MHT, representando, portanto, uma perspectiva promissora no

tratamento do cancer de mama.
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As expectativas para que novos sistemas nanoestruturados sejam rapidamente
desenvolvidos e levem a melhoria da qualidade de vida, em especial por meio do diagnostico
precoce e tratamento do cancer sdo enormes. Em sintese, o presente trabalho contribui para
aumentar os conhecimentos sobre nanoparticulas e assim para a tdo necesséaria e desafiante

regulacao dos nanofarmacos e nanossistemas.
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7.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem as seguintes conclusdes:

a amostra NPM-HFn (nanoparticulas magnéticas de magnetita funcionalizadas
com ferritina humana), quando exposta a campo magnético alternado, apresentou
aquecimento adequado para a magnetohipertermia;

NPM-HFn nédo induziu citotoxicidade e nem genotoxicidade apos 8 inoculacdes
intraperitoneais consecutivas nos camundongos;

0s parametros bioquimicos analisados indicaram possivel hepatotoxicidade devido
a administracdo de altas concentracdes da NPM-HFn;

nos parametros hematoldgicos, NPM-HFn induziu tendéncia a diminuicdo
linfocitéaria e do MCH e MCHC,;

as NPM acumularam preferencialmente no figado, baco, linfonodo e pulmao quer
a administracdo de NPM-HFn tenha sido pela via intraperitoneal, endovenosa ou
intratumoral;

a administracdo da NPM-HFn ndo causou alteracdo morfologica significante nos
6rgaos analisados;

a administracdo endovenosa de NPM-HFn causou acumulo de nanoparticulas na
veia da cauda, provavelmente devido a agregacdo das plaquetas;

a administracdo intratumoral de NPM-HFn pode facilitar a metastase;

a magnetohipertermia mediada pela NPM-HFn, nas condi¢des experimentais deste
estudo, reduziu o crescimento tumoral em até 89%;

0 tratamento por magnetohipertermia apds administracdo endovenosa de NPM-

HFn foi eficaz em evitar metastases.
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ANEXO 1: Comité de ética




ANEXO 2: - Fotomicrografia do baco em CP, C1, C2e C3
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ANEXO 3: Fotomicrografia do cérebroem CP, C1, C2 e C3
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Figura 49 - Fotomicrografia do cérebro em CP (A), C1 (B), C2(C) e C3
vermelha) em A, C e D. (HE 100X) em A, B, Ce D.

D). Congestdo e edema perivascular (seta
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ANEXO 4: Fotomicrografia do figado em CP (A), C1 (B), C2(C) e C3

Figura 50 - Fotomicrografia do figado em CP (A), C1 (B), C2(C) e C3(D). Hemossiderose intra-hepatica (seta preta em
células de kupffer) em B e D. (**) Inflamagdo com hemossiderose no tecido conjuntivo peri-hepatico (C); tecido normal
em A. HE, A (200X), B e D(400X) e C (100X).
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ANEXO 5: Fotomicrografia do linfonodo normal em CP, C1, C2 e C3

Figura 51 - Fotomicrografia do linfonodo normal em CP (A), C1 (B) e C2 (C). Em D (C3), hemossiderose.
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ANEXO 6: Fotomicrografia do pulmédo em CP, C1, C2e C3
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Figura 52 - Fotomicrografia do pulm&o em CP (A), C1 (B), C2(B) e C3(D); *congestdo, **congestdo com hemorragia.
A, B, C e D (HE, 100X).

136



ANEXO 7: Fotomicrografia do rimem CP (A), C1 (B), C2(B) e C3

Figura 53 - Fotomicrografia do rim em CP (A), C1 (B), C2(B) e C3(D); *inflamagdo, ** inflamacdo com
hemossiderose no tecido perirrenal. A, C e D (HE, 100X); B (HE,25X)

137



