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Resumo

Nanoparticulas magnéticas sdo muito promissoras tanto para o tratamento como para o
diagndstico do céancer. Neste estudo, teve-se como objetivo desenvolver um material
nanoestruturado constituido de nanoparticulas de maghemita conjugadas ao anticorpo
anti-antigeno carcinoembrionario (anti-CEA) suspensas em um fluido biocompativel
(FM) para marcacdo de células que expressam o CEA, biomarcador caracteristico de
células de céancer colorretal e de mama. As nanoparticulas do fluido desenvolvido —
denominado FMCEA — apresentam um didmetro hidrodindmico médio de 500 nm e
potencial zeta de -38 mV, conforme resultados obtidos em analise por espalhamento de
luz dindmico. A analise por espectroscopia Raman mostrou um pico em 1655 cm™,
observado apenas para 0 FMCEA, o que revela uma ligacdo amida entre o grupo amina
do anti-CEA e o grupo carboxil das nanoparticulas e indica a eficacia do processo da
conjugacdo. ELISA e testes de coloracdo de Perls confirmaram que o FMCEA ¢
especifico para células que expressam o CEA e analises em microscopia eletrénica de
transmissdao mostraram que o anti-CEA conjugado nas nanoparticulas do FMCEA
facilita a interiorizacdo das mesmas pelas células-alvo. Estudos in vivo mostraram que
as nanoparticulas do FM e do FMCEA se acumulam principalmente no figado, nos rins
e no baco apds administracdo intravenosa e nos rins ap6s administracdo intraperitoneal e
que nanoparticulas conjugadas ao anti-CEA chegam ao tumor em menor quantidade,
porém permanecem nele por maior periodo de tempo. Além disso, o FMCEA se
mostrou adequado para técnicas de imagem. A partir desses resultados, pode-se concluir
que o FMCEA desenvolvido neste estudo é especifico para células tumorais que

expressam o CEA e, portanto, uma ferramenta teragndstica promissora.

Palavras-chave: Nanoparticulas Magnéticas; Anti-CEA; Teragnostico; Cancer
Colorretal; Cancer de Mama.
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Abstract

Magnetic nanoparticles are very promising for both treatment and diagnosis of cancer.
This study was aimed to develop a nanosized material device consisted of nanosized
maghemite particles coated with DMSA and surface-functionalized with anti-
carcinoembryonic antigen (anti-CEA) suspended as a biocompatible magnetic fluid
sample (FM) for targeting cell lines expressing CEA, a biomarker characteristic of
colorectal and breast cancer cells. Anti-CEA conjugated nanoparticles of the as-
developed magnetic fluid — labeled FMCEA — presented a mean hydrodynamic size of
500 nm and zeta potential of -38mV as observed by dynamic light scattering. Analysis
by Raman spectroscopy showed a peak at 1655 cm™ observed only in FMCEA, which
reveals the amide bond between anti-CEA amine groups and nanoparticles carboxyl
groups and the conjugation process efficiency. ELISA and Prussian blue iron staining
tests confirmed that the as-prepared FMCEA is specific for CEA-expressing cells and
transmission electron microscopy analyses showed that the anti-CEA conjugated onto
nanoparticles facilitates their uptake by target cells. In vivo studies showed that
nanoparticles of both fluids accumulate mainly in liver, kidneys and spleen after
intravenous injection and in kidneys after intraperitoneal injection, and that anti-CEA
conjugated nanoparticles come to tumor in less extent, but remain there for longer
periods of time than nanoparticles without anti-CEA. Furthermore, FMCEA is adequate
for imaging techniques. In conclusion, FMCEA can specifically target CEA, and it is

therefore promising as a theragnostic tool for CEA-expressing tumors.

Keywords: Magnetic Nanoparticles; Anti-CEA; Theragnostic Device; Colorectal

Cancer; Breast Cancer.
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1. CANCER

O cancer é uma doenca causada por um clone mutante que, em um processo
microevolucionario, adquire vantagens de proliferacdo e sobrevivéncia em detrimento
das células vizinhas, se reproduz apesar das restricbes normais da divisdo celular e ¢é
capaz de invadir tecidos reservados a outros tipos celulares (Alberts et al., 2008).

A integridade e a funcdo de determinado tecido s&o mantidas por um equilibrio
entre proliferacdo e morte celular, regulado por um complexo sistema de sinalizagédo
extra e intracelular. Para que o clone mutante seja capaz de evadir esse sistema e
originar uma massa celular (tumor primario), é necessario que ocorra uma sequéncia de
alteraces em diferentes genes acompanhadas de novas expansfes clonais até que, em
um processo denominado progressao tumoral, surja uma populacdo celular com grande
potencial de crescimento e invasdo (tumor maligno). Na progressdo tumoral, algumas
células do tumor primario perdem a capacidade de adesdo, atravessam a parede dos
vasos sanguineos, caem na circulacdo e proliferam em outros tecidos, formando novos
tumores denominados metastases (Parmigiani & Camargo, 2004).

Tanto na promogdo como nha progressdo tumoral, as alteracbes genéticas
relacionadas podem estar ndo apenas diretamente na sequéncia de pares de bases no
DNA como também na sua metilacdo. Uma alteracdo no padrdo de metilacdo do DNA
pode modificar a expressdo génica sem alterar a sequéncia de nucleotideos e isso é
transmitido ao longo das divisdes celulares, em um processo denominado de epigenética
(Lee & Herceg, 2012). Assim como as mutacdes, as alteracdes epigenéticas, que
incluem, além de metilacdo do DNA, a modificag&o de histonas, estdo relacionadas com
fatores externos e ambientais e, portanto, o cancer pode ser definido como uma doenca
resultante de um processo em Vvarias etapas que combina alteracGes genéticas e
epigenéticas e influéncias ambientais (Su et al., 2012).

Dentre as influéncias ambientais, varios fatores de risco tem sido relacionados
ao cancer humano, como infecgdes por virus do papiloma (Gyllensten et al., 2012), da
imunodeficiéncia (Silverberg et al., 2012) e da hepatite B (Gonzalez & Keeffe, 2012),
infeccdes bacterianas por Helicobacter pylori (Nanjo et al., 2012), diabetes (Yang et al.,
2012a) e consumo de alcool (Parkin, 2011). Além disso, a adocdo de habitos como o
cigarro, o sedentarismo e a ocidentalizacdo da dieta, juntamente com o envelhecimento
e o0 crescimento da populacdo mundial, vém contribuindo para o aumento da incidéncia

do cancer no mundo (Jemal et al., 2011). Apenas para o0 ano de 2008, foram estimados
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aproximadamente 12,7 milhdes de novos casos e 7,6 milhdes de mortes ocasionadas
pela doenca em todo o mundo (World Health Organzation, 2012).

No Brasil, para cada um dos anos de 2012 e 2013, estima-se que ocorrerdo mais
de 518 mil casos novos de cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma, que serd o
tipo mais incidente para ambos o0s sexos, seguido dos canceres de prostata, pulmao,
cblon e reto e estbmago para o0 sexo masculino, e mama, colo do Utero, cdlon e reto e
glandula tiredide para o sexo feminino. Para o Distrito Federal, essa estimativa aponta
cerca de oito mil novos casos distribuidos igualmente entre homens e mulheres, sendo
0s tipos mais comuns 0s mesmos descritos para o pais em sua totalidade (Brasil,
2012Db).

1.1. Cancer colorretal

O cancer colorretal (CCR) é um dos tipos mais frequentes no mundo,
especialmente na Europa, Oceania e América do Norte, onde foram registradas as taxas
de incidéncia mais altas entre 1998 e 2002 (Center et al., 2009). Apenas nos Estados
Unidos, foram estimados para o0 ano de 2011 aproximadamente 147 mil casos novos e
50 mil mortes relacionadas com o cancer de intestino grosso (colon, reto e anus) (Siegel
et al., 2009). Segundo Vettore & Caballero (2004), ap6s os canceres de pulmédo, mama e
préstata, o CCR € a causa mais comum de morte por neoplasias no mundo ocidental.

No Brasil, entre os anos de 2008 e 2009, a taxa de mortalidade por esse tipo de
cancer foi de sete Obitos a cada 100 mil individuos do sexo masculino e seis a cada 100
mil individuos do sexo feminino (Brasil, 2012a). Para 2012, as estimativas, que também
sdo validas para 2013, apontam 30 mil novos casos de CCR (510 no Distrito Federal),
que serd o quarto tipo de neoplasia mais frequente tanto para homens como para
mulheres (Brasil, 2012b).

O CCR pode se apresentar em trés padrfes: esporadico, hereditéario e familial. O
tipo esporadico representa cerca de 70% dos casos e estd relacionado com danos no
DNA causados pela influéncia do ambiente ou pelos efeitos da idade. (Vettore &
Caballero, 2004). Entre os fatores ambientais, aqueles relacionados a alimentagdo so o0s
principais interferentes no desenvolvimento de CCR. Em um estudo do tipo caso-
controle na Jordania, Arafa et al. (2011) atribuiram, ao risco de desenvolvimento da
doenca, dietas ricas em carne vermelha e gordura saturada e pobres em frutas, vegetais e

fibras. De fato, estudos revelaram uma associagao significativa entre obesidade e CCR
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em humanos (Matsuo et al., 2012). Em camundongos obesos, verificou-se que esse
risco estava associado ao aumento de citocinas inflamatdrias que alteravam vias de
sinalizacdo e levavam a ativacdo de fatores de transcri¢do indutores de proliferacéo,
como o c-myc (Liu et al., 2012). Além disso, Zhao et al. (2012) relataram que o
consumo do alcool possui um efeito sinergistico em individuos obesos quanto ao risco
de incidéncia da doenca. No entanto, 0 CCR esporadico se desenvolve somente se a
exposicdo aos fatores de risco ocorrer durante um periodo longo o suficiente para
permitir 0 acumulo de mudltiplas alteracdes em genes relacionados ao controle de
proliferacdo e morte celular (revisto por Migliori et al., 2011).

A forma hereditéria (aproximadamente 5% dos casos) ocorre em individuos que
herdaram dos pais uma mutacdo em um gene supressor de tumor, por exemplo, ou
alteracdes em multiplos loci com efeitos aditivos. As sindromes hereditarias sdo
classificadas com base em achados clinicos, patolégicos e genéticos. Uma forma
comum de classificacdo é quanto a presenca de pélipos. As sindromes hereditarias que
apresentam uma grande quantidade de pélipos sdo a Polipose Adenomatosa Familial
(FAP) e a Polipose Juvenil Familial (FJP). JA a sindrome de Lynch, também
denominada Sindrome de Cancer Colorretal Sem Polipose (HNCC) é caracterizada pela
pequena quantidade de pdlipos. Estas sindromes sdo decorrentes de alteracBes
autossdmicas dominantes (Jasperson et al., 2010; Vettore & Caballero, 2004).

A terceira forma de CCR representa cerca de 20 a 30% dos casos e €
denominada de CCR Familial. Nas familias afetadas, a frequéncia é alta o suficiente
para ndo ser considerado CCR esporadico, mas também ndo segue o mesmo padrdo das
sindromes hereditarias. Em algumas familias, os individuos parecem ter herdado as
mesmas alteracGes, enquanto em outras, 0s casos aparentam ser esporadicos e
decorrentes de um mesmo ambiente ou estilo de vida. A etiologia do CCR Familial

ainda ndo é muito bem compreendida (revisto por Wezel et al., 2012).

1.2. Cancer de mama

O céncer de mama é o tipo de neoplasia mais frequente em mulheres e o
segundo mais frequente no mundo. Em 2008, estima-se que ocorreram cerca de 1,4
milhGes de novos casos, o que representou 10,9% de todos os casos de céancer
diagnosticados para ambos os sexos. Além disso, o cancer de mama foi responsavel por

aproximadamente 460 mil mortes, o que correspondeu a quinta causa de morte
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decorrente de cancer no mundo (World Health Organzation, 2012). Nos ultimos 30
anos, o numero de novos casos de cancer de mama vem crescendo em uma taxa anual
de 3,1%, passando de 640 mil em 1980 para 1,6 milhGes em 2010. O nimero de mortes
também aumentou de 250 mil para 425 mil nesse mesmo periodo, porém com uma taxa
anual menor, de 1,8% (Forouzanfar et al., 2011).

No Brasil, a taxa de mortalidade por cancer de mama em mulheres também vem
aumentando ao longo dos anos e é a maior entre os tipos de neoplasias, atingindo, entre
0s anos de 2008 e 2009, aproximadamente 12 em cada 100 mil pacientes do sexo
feminino (Brasil, 2012a). Para o0 ano de 2012, estima-se que ocorrerdo mais de 52 mil
novos casos, sendo 880 no Distrito Federal (Brasil, 2012b).

Segundo Forouzanfar et al. (2011), o crescimento tanto no ndmero de casos
novos como de mortes causadas pelo cancer de mama é decorrente, entre outros fatores,
do envelhecimento da populacdo. Em um estudo com 9766 pacientes com cancer de
mama com idades variando entre 35 e 96 anos, Water et al. (2012) observaram que a
incidéncia de morte decorrente da doenca aumentava com a idade.

Além de estar relacionada com a taxa de mortalidade decorrente de cancer de
mama, a idade também é um fator de risco para o desenvolvimento da doenca (Merviel
et al., 2011). De acordo com estimativas de Bouée et al. (2010), o envelhecimento da
populacdo na Franca sera responsavel por um aumento de 4,6% na incidéncia de cancer
de mama no pais até o ano de 2018.

Entretanto, a idade como fator de risco para cancer de mama apresenta-se com
um padrdo bastante caracteristico. O risco é pequeno em mulheres com menos de 35
anos, aumenta rapidamente até os 50 anos e cresce lentamente em mulheres acima de 50
anos (Brasil, 2012c), o que pode ser influéncia dos aspectos hormonais (Park et al.,
2011). Recentemente foi relatado que durante o ciclo estral de camundongos, na fase
diestral, caracterizada por niveis maximos de progesterona e correspondente a fase lutea
em mulheres, ocorre um aumento de 14 vezes na populagdo de células-tronco mamarias,
alvos potenciais no processo de transformagdo maligna (Joshi et al., 2010). Segundo os
autores, isso explicaria porque mulheres com maior nimero de ciclos menstruais
durante a vida sdo mais susceptiveis ao cancer de mama. De fato, estudos mostram uma
correlagéo entre um risco aumentado da doenca e a menarca precoce (Islam et al., 2012)
e a menopausa tardia (Phipps et al., 2008). Da mesma forma, outros fatores hormonais e
relacionados & vida reprodutiva, como exposi¢do ao estrégeno (Zbuk & Anand, 2012),

reposi¢cdo hormonal (Lai et al., 2011), nuliparidade e idade tardia na primeira gravidez
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(Ma et al., 2010), também estdo relacionados com um aumento do risco de cancer de
mama.

Por ser uma doenca de etiologia multifatorial, outros fatores comportamentais e
ambientais também s&o considerados fatores de risco para o cancer de mama. Entre eles,
obesidade e a inflamacdo decorrente dela (revisto por Baumgarten & Frasor, 2012) e
consumo de alcool (Protani et al., 2012).

Todos esses fatores de risco descritos estdo especialmente relacionados aos
casos de cancer de mama esporadico, que é o tipo que atinge a maioria das pacientes.
No entanto, assim como o cancer colorretal, uma pequena parcela dos casos - 5 a 10% -
é hereditaria. Apesar de representar a minoria dos casos, muitos estudos consideram 0s
antecedentes familiares um dos fatores de risco mais importantes para o0
desenvolvimento do cancer de mama (Merviel et al., 2011; Akushevich et al., 2011). A
predisposicdo herdada pode estar associada a alteracdes em diferentes genes, mas 0s
principais sdo os supressores de tumor BRCAl1 e BRCA2 (Caputo et al., 2012).
Conforme revisto por Gadzicki et al.(2011), cerca de 20 a 40% dos casos hereditarios de
cancer de mama sdo caracterizados por mutacbes nesses genes e, por isso, Sdo

considerados importantes biomarcadores de predisposi¢do ao cancer de mama.

2. BIOMARCADORES

De acordo com o National Cancer Institute, instituto do cancer do 6rgdo norte-
americano NIH (National Institute of Health), um biomarcador, também denominado
marcador molecular, consiste em uma molécula biol6gica encontrada nos tecidos, no
sangue ou em outros fluidos corporais e que € um sinal de um processo normal ou
anormal ou de uma doenca (National Cancer Institute, 2012). No caso do cancer, a
existéncia de biomarcadores especificos deve-se a descoberta de alteracOes
caracteristicas de diferentes tumores, como mutagdes associadas, perda, amplificacéo e
rearranjos de regides gendmicas e aumento ou auséncia de transcritos e proteinas,
decorrentes da desregulacdo génica (Seuénez et al., 2004). Dessa forma, existe uma
enorme variedade de biomarcadores para o cancer, entre eles enzimas, receptores,
peptideos, RNAs ndo codificadores, além de assinaturas diferentes de proteomas e
metabolomas, que combinam varias alteragdes (Henry & Hayes, 2012).

Em um paciente com cancer, os biomarcadores podem ser classificados em trés

tipos: de progndstico, preditivos e de diagndstico. Os marcadores de progndstico sdo
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utilizados para prever o éxito do paciente, independentemente das decisdes terapéuticas
(Chen et al., 2012a). Um exemplo é a P-cadherina, uma glicoproteina de adesdo, cuja
localizacdo restringe-se as celulas mioepiteliais das glandulas mamarias. No entanto,
sua superexpressdao em tumores de mama malignos esta relacionada com um pior
prognostico a curto-prazo (0 a 10 anos), o que inclui piores sobrevidas global e
especifica da doenca, além de menor intervalo de recidiva, independentemente do
tratamento a ser administrado (Turashvili et al., 2011). O mesmo é descrito para o
marcador de prognéstico FOXM1, um fator de transcricdo que quando superexpresso
em cancer colorretal também é um indicador independente de um progndstico ruim
(Chu et al., 2012).

J& os marcadores preditivos contribuem para as decisdes terapéuticas, pois
predizem qual terapia serd possivelmente a mais eficaz (Henry & Hayes, 2012). No
cancer colorretal, um exemplo de marcador preditivo para terapias inibidoras do
receptor de fator de crescimento epitelial (EGFr) é o KRAS, um dos mais importantes
oncogenes relacionados com esse tipo de neoplasia. Tanto o EGFr como o KRAS
participam da mesma via da MAPK, indutora de proliferacao celular. No entanto, como
a participacdo de KRAS nesta via é posterior a participacdo de EGFr, se 0 gene KRAS
estiver mutado, uma terapia inibidora de EGFr com anticorpos monoclonais seré
indiferente e, portanto, ineficaz. Ou seja, 0 KRAS é um biomarcador preditivo para
terapias inibidoras de EGFr em cancer colorretal (De Mattos-Arruda et al., 2011).
Outros exemplos desse tipo de marcador sdo os receptores de crescimento epidermal
humano (HER2) e de estrogeno (ER), que predizem uma boa resposta aos tratamentos
contra o cancer de mama respectivamente com trastuzumab, um anticorpo monoclonal
terapéutico anti-HER2, e com tamoxifen, um modulador especifico para o receptor de
estrdgeno (revisto por Henry & Hayes, 2012).

O ultimo tipo de marcador é o de diagndstico, auxiliar no diagndstico e na
classificacdo da doenca. Um exemplo € a vimentina, uma proteina relacionada com a
migracdo de células cancerosas e a formacdo de metastases (Pan et al., 2012). A
deteccdo da metilacdo desse gene por um exame de fezes comercialmente disponivel
significa presenca de cancer colorretal (Berg & Soreide, 2011). Além dessa funcéo de
diagnostico, um marcador também é considerado de diagnéstico quando pode ser
utilizado no monitoramento das respostas a terapia, como, por exemplo, no que se refere
a recidiva da doenca e ao aparecimento de metastases (Chen et al., 2012).

Recentemente, foi descrito um marcador deste tipo para o cancer de mama: a resistina,

6



Introducéo

uma molécula secretada por adipdcitos e mondcitos que esta envolvida no processo
inflamatorio. Segundo Lee et al (2012), a superexpressao de resistina nos tumores foi
associada a um menor risco de recorréncia da doenga apos terapia hormonal.

Um fato interessante € a possibilidade de um biomarcador ser classificado em
mais de uma categoria e ser Util para diferentes tipos de neoplasia, como é o caso do
antigeno carcinoembrionario (do inglés CEA). De acordo com a Sociedade Americana
de Oncologia Clinica (do inglés ASCO), a expressdo de CEA em pacientes com cancer
gastrointestinal pode ser monitorada como um marcador de prognostico ou preditivo, se
avaliada em conjunto com outros fatores. Além disso, o CEA também é considerado um
marcador de diagndstico, uma vez que a ASCO o recomenda para monitoramento de
aparecimento de metastases em pacientes com cancer gastrointetsinal durante terapia
sistémica (Locker et al., 2006) e para 0 monitoramento da eficacia do tratamento em

pacientes com cancer de mama (Harris et al., 2007).

2.1.Antigeno Carcinoembrionéario (CEA)

O CEA foi descrito pela primeira vez em 1965 como um antigeno presente em
tumores primarios e metastaticos do sistema digestorio (especialmente do intestino) e
em tecidos embrionarios, mas ausente nos tecidos saudaveis na fase adulta (Gold &
Freedman, 1965). Segundo estudos subsequentes destes autores, 0 CEA consiste em um
complexo de proteina e polissacarideos que faz parte do glicocalix do tumor (Gold et
al., 1970 apud Krupey et al., 1972) e estd presente também no soro de pacientes com
esse tipo de neoplasia (Thomson et al., 1969). Alguns anos mais tarde, Denk et al
(1972) confirmaram que o CEA esta presente em tumores do trato gastrointestinal,
como cancer de estbmago e de pancreas e que, no cancer de intestino, o nivel de CEA
detectado é maior do que nas outras neoplasias e diretamente proporcional ao grau de
diferenciacéo do tumor.

Outros estudos mostraram que o0 CEA também poderia ser encontrado no soro de
pacientes com doencas ndo malignas do figado e do pancreas, como cirrose, hepatite
crbnica e pancreatite, embora em menor quantidade (Khoo & Mackay, 1973), e nos
tecidos e soro de pacientes com outros tipos de cancer de origem extra-gastrointestinal,
como o cancer bronquico (Pusztaszeri & Mach, 1972), de mama e de bexiga (Martin et
al, 1976) e de ovario (Hill et al., 1981). Ainda na década dos anos 70, a presenca do

CEA em tecidos saudaveis durante a fase adulta também foi descrita (Pusztaszeri &
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Mach, 1972), contrariando os primeiros resultados obtidos por Gold e Freedman em
1965.

Desde a sua descoberta, varios estudos de purificagdo e caracterizagdo foram
realizados (Krupey et al., 1972; Westwood et al., 1974; Coligan & Slayter, 1979;
Zimmermann et al., 1987). Conforme revisdes de Thomas et al. (1990) e Thomas et al.
(2011), apesar de o CEA ser uma molécula estruturalmente bastante heterogénea devido
as suas cadeias laterais de carboidratos, os resultados dos diversos estudos indicam que
o CEA ¢é uma glicoproteina, composta por aproximadamente 60% de carboidratos, com
tamanho variando entre 180 e 200 kDa, dependendo da extensao da sua glicosilacao.

Em alguns desses estudos de caracterizacdo, observou-se que existiam muitas
outras proteinas relacionadas ao CEA, de diferentes tamanhos, mas com estrutura e
sequéncia similares, que poderiam inclusive ser reconhecidas pelo mesmo anticorpo
anti-CEA, como, por exemplo, o NCA (do inglés antigeno normal de reacdo cruzada)
(Blaszczyk et al., 1984; Barnett et al., 1988). Essas proteinas relacionadas foram
agrupadas, juntamente com o CEA, em uma familia génica, cujos membros tiveram sua
nomenclatura oficializada em 1999 (Beauchemin et al., 1999). Segundo os autores, a
familia CEA, como foi denominada, possui duas ramificacdes: (i) ramificacdo
CEACAM, abreviagdo de CEA-related cell adhesion molecule (molécula de adeséo
celular relacionada ao CEA). Esse ramo inclui o CEA, também denominado
CEACAMS, e varias outras CEACAM - 1, 3, 4, 6 (antigo NCA), 7, 8 e outras - que tem,
como caracteristica comum, o fato de serem ancoradas a membrana celular por meio de
dominios transmembrana ou por glicofosfatidilinositol (GPI) e apresentarem homologia
nas suas sequéncias de DNA e aminoacidos relacionadas a ancoragem; (ii) ramificacdo
PSG, abreviacdo de pregnancy-specific glycoproteins (glicoproteinas especificas da
gravidez). As proteinas desse ramo sao secretadas e altamente conservadas.

A familia génica CEA esté incluida em uma familia génica maior: a superfamilia
das imunoglobulinas. De fato, desde os primeiros estudos de caracterizacdo do CEA,
ainda na década dos anos 80, relatou-se uma grande homologia do CEA com varios
membros da familia das imunoglobulinas (Beauchemin et al., 1987; Paxton et al.,
1987). Conforme revisdo de Thomas et al.(2011), 29 genes da familia CEA ja foram
descritos, incluindo o préprio CEA, que apresenta uma série de dominios
imunoglobulina-like e um dominio hidrofobico c-terminal modificado para permitir a
ancoragem a membrana celular via GPI. Esta ancora pode ser clivada por fosfolipases

especificas, liberando o CEA em sua forma soltvel.
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Apesar de a expressdao de CEA em tecidos normais estar descrita ha 40 anos,
ainda ndo se sabe exatamente a fungdo desta glicoproteina nos individuos saudaveis.
Durante a fase embrionaria, uma grande quantidade de CEA é expressa e localizada em
toda a periferia das células epiteliais do intestino, 0 que persiste até a vigésima semana
da gestacdo. Ja na vida adulta, a expressdo do CEA diminui bastante e a pouca
quantidade da proteina se localiza principalmente na membrana apical do epitélio do
intestino, na parte superior das cristas (Benchimol et al., 1989; Ogura et al., 1998).
Segundo Benchimol et al. (1989), esse padrdo de localizacao € coerente com a funcéo
do CEA de molécula de adesédo intercelular independente de calcio, pois 0s autores
observaram que o CEA promove a agregacdo de células cultivadas em suspensdo
mesmo na auséncia de ions de célcio, o que foi confirmado em outros estudos, conforme
revisdao de Thomas et al. (1990). Alem disso, existem evidéncias de que tanto o CEA
como outros membros da mesma familia génica se ligam, por meio de seus residuos de
manose, a diferentes linhagens de Escherichia coli (Leusch et al., 1990), Salmonella
(Leusch et al., 1991) e Neisseria gonorrhoeae (Virji et al., 1996). Com base nesses
fatos, Thomas et al. (2011) sugerem que o CEA pode ter também uma funcdo protetora
na mucosa intestinal, ao se ligarem em patdgenos potencialmente perigosos.

Em tecidos neoplasicos, a expressdo de CEA é semelhante aquela da fase
embrionaria. A grande quantidade de proteina ndo se restringe apenas a membrana
apical, mas se estende nas membranas adjacentes, apresentando uma localizacdo difusa
(Benchimol et al., 1989). Essa localizacdo difusa provavelmente esta relacionada a
perda de expressao, nas células cancerosas, da proteina ocludina, uma molécula
associada as juncgdes de oclusdo. Enquanto nos tecidos saudaveis a presenca da ocludina
na borda apical das células epiteliais permite que o CEA se localize apenas em uma
regido ainda mais apical que a ocludina, no tecido neoplasico, a auséncia dessa proteina
e consequentemente a perda da funcdo de barreira das juncGes de oclusdo levam a perda
da polaridade do CEA (Tobioka et al., 2002).

A superexpressao de CEA em células de cancer colorretal foi relacionada com a
inibicdo de anoikis, um tipo de apoptose que € desencadeada pela falta de contato das
células com a matriz extracelular e que é, portanto, um mecanismo de vigilancia contra
displasias e a favor da preservacdo da arquitetura do tecido (Ordofiez et al., 2000). Além
da inibicdo de anoikis, Soeth et al. (2001) verificaram que a expressdo de CEA em
células de cancer de célon também foi acompanhada por uma diminuicdo da expressao

de nove genes apoptdticos e, consequentemente, por uma protecao dessas células contra
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a apoptose, mesmo quando esta foi induzida por luz UV e tratamento com IFN-y e 5-
fluorouracil. Em estudos posteriores, estes autores verificaram que a superexpressao de
CEA em ceélulas de cancer de colon também aumentava o numero de lesbes metastaticas
em modelo murino e sugeriram que este fato estaria relacionado a inibicdo da apoptose
(Wirth et al., 2002). Da mesma forma, o tratamento de animais com CEA antes da
inoculacdo de células de cancer colorretal com baixo poder de formacdo de metastase
resulta em um aumento significativo no nimero de lesbes metastaticas (Jessup et al.,
1993).

Muitos estudos vem discutindo o papel do CEA na progressao tumoral do cancer
colorretal e no aparecimento de metastases no figado. Isso porque o CEA altera o
microambiente tumoral interferindo na atividade dos macréfagos tanto no sitio do tumor
primario como no figado, conforme descrito a seguir.

O CEA difusamente expresso e ancorado a todos os dominios da membrana nas
células cancerosas pode ser clivado e alcancar a circulacdo sanguinea diretamente ou via
linfa (revisto por Conaghan et al., 2008). Uma vez na sua forma soluvel, sua eliminacao
é funcdo do figado. Um mau funcionamento deste 6rgdo interfere no nivel de CEA no
soro e € devido a isso que pacientes com doencas benignas do figado, como cirrose,
hepatite crénica e pancreatite, também apresentam niveis elevados de CEA no soro
(Khoo & Mackay, 1973).

No figado, hd uma veia de conexao entre este 6rgdo e o intestino: a veia porta.
Pela veia porta, o figado recebe sangue venoso com o material absorvido no intestino. A
veia porta se ramifica em vasos cada vez mais finos que sdo os capilares sinusoides.
Estes sdo revestidos por células endoteliais e pelas células de Kupfer (Junqueira &
Carneiro, 1999). As células de Kupfer sdo macréfagos que podem controlar processos
inflamat6rios no figado com a eliminagdo de neutrofilos, atuar como celulas
apresentadoras de antigenos e modular a resposta imune mediada por células T. Além
disso, as células de Kupfer sdo responsaveis pela eliminacdo de hemacias, células
apoptoticas, microrganismos, residuos e substancias, como por exemplo, o CEA
produzido nas células hepaticas ou cancerosas (revisto por Paschos et al., 2010). Da
mesma forma que o figado recebe o CEA sollvel pela veia porta, a ele podem chegar
também células cancerosas que porventura tenham atravessado a membrana basal do
intestino e atingido a circulagdo. Ao chegarem aos sinusdides, as células cancerosas
ficam retidas devido ao tamanho, o endotélio € danificado ou se rompe, as células

entram em contato direto com os hepatécitos (Ding et al., 2001; Mook et al., 2003) e
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ocorre um aumento de leucdécitos aderentes, 0 que leva a um estreitamento dos vasos
(Kruskal et al., 2004). Bayon et al. (1996) mostraram que ndo apenas o tamanho mas
também as células de Kupfer sdo responsaveis pela retencdo das células cancerosas
circulantes nos sinusodides em um primeiro momento, para depois atuarem na
eliminacdo dessas células e na modulacdo da resposta imune contra elas. No entanto,
segundo Paschos et al. (2010), uma falha na acdo anti-tumoral das células de Kupfer
pode levar & progressdo metastatica, especialmente porque as células malignas estdo
retidas no figado. Jessup et al. (1993) também mostraram que o pré-tratamento de
animais com CEA causa um aumento no tempo de retencdo das células malignas nos
sinusoides, o que, segundo os autores, facilita a colonizacdo do figado por células
neoplésicas e auxilia na formagdo de metastase. Também ja foi descrito que a presenca
do CEA no figado interfere na atividade das células de Kupfer, que passam a liberar
diferentes citocinas, alterando o microambiente dos sinusdides e promovendo a
expressdo de moléculas de adeséo e a sobrevivéncia das células malignas (revisto por
Thomas et al., 2011).

Dessa forma, a presenca do CEA no figado promove uma acdo controversa das
células de Kupfer. Se por um lado elas constituem a primeira linha de defesa no figado
contra células cancerosas, exercendo fun¢des como eliminacdo das células malignas e
apoptose, por outro, elas também facilitam o crescimento e a progressdo tumoral.

Essa controvérsia sobre as células de Kupfer, assim como o papel do CEA no
processo de metastase, comegou a ser discutido a partir dos resultados obtidos em
estudos sobre a eliminacdo do CEA circulante. A remocao do CEA da circulagdo ocorre
por meio de sua ligacdo a um receptor presente na superficie das células de Kupfer. Esse
receptor com especificidade para o CEA foi descrito primeiramente por Toth et al em
1982. Mas apenas em 2001 foi demonstrado que esse receptor, posteriormente
denominado de receptor do CEA (CEAr), era a proteina hnRNP M4 (Bajenova et al.,
2001). A hnRNP M4 é uma proteina ubiqua nas células de mamiferos, responsével,
entre outras coisas, por processamento e maturacdo de RNA mensageiros e respostas
heat-shock, além de atuarem como fatores de transcricdo (revisto por Bajenova et al.,
2001; Thomas et al., 2011).

Apos ligagdo do CEA ao CEAr, esse complexo é interiorizado por endocitose
pelas células de Kupfer, onde o CEA ¢é parcialmente degradado com a remocao do acido
sialico de suas cadeias de carboidratos. O CEA semi-degradado € exocitado e logo em

seguida endocitado, por meio de receptor de asialoglicoproteinas, por hepatécitos, que
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completam a degradacdo do CEA em aminoacidos e sacarideos (revisto por Thomas et
al., 1990).

A relagdo entre a ligacdo de CEA ao CEAr nas células de Kupfer e o surgimento
de metastases no figado é corroborada pelo estudo de Tobi et al. (2011) com primatas
da espécie Saguinus oedipus que, apesar de apresentarem cancer colorretal com alta
freqUiéncia, ndo apresentam lesfes metastaticas. Os autores observaram que esses
animais apresentam alteragdes no CEA quando comparado ao CEA de humanos, como
diminuicdo da glicosilacdo e modificacdo de aminoacidos na sequencia relacionada a
ligacdo ao CEAr. Além disso, 0s animais possuem uma expressdo menor de CEAr em
comparagdo aos humanos. Esses fatores em conjunto levariam a uma menor interagéo
do CEA com o seu receptor e a uma menor retencdo de células neoplésicas circulantes
no figado, o que, consequentemente, explicaria a auséncia de metastase nesses animais.

Existe ainda outro fator relacionado ao papel do CEA no surgimento de
metastases. Antes de sua degradacdo, sua ligacdo ao CEAr também ativa vias de
transducdo de sinal dependente de fosforilacdo de residuos de tirosina, resultando na
producdo de citocinas pro-inflamatérias como IL1-a, IL1-B, IL-6 e TNF-a
(Gangopadhyay et al., 1996; Gangopadhyay et al., 1997). Interessantemente, o CEAr
também esta presente no nucleo, citoplasma e membrana de células de cancer de cdlon e
a ligacdo do CEA também resulta na fosforilacdo desse receptor (Laguinge et al., 2005).

A inducdo, pelo CEA, da liberacdo de citocinas no figado pelas células de
Kupfer altera o microambiente dos capilares sinusoides, interferindo na habilidade das
células endoteliais em interagir com as células tumorais invasoras produtoras de CEA.
Segundo Gangopadhyay et al. (1996), a producdo dessas citocinas poderia levar a um
aumento na expressao de moléculas de adesao, que favoreceriam a retengdo das células
malignas no figado. Os autores confirmaram essa hipdtese posteriormente ao
observarem que a presenca das citocinas produzidas pelas células de Kupfer ativadas
pelo CEA causava um aumento na expressao da molécula de adesdo intercelular ICAM-
1 e um aumento na adesdo de células endoteliais a células cancerosas (Gangopadhyay et
al., 1998). Mais recentemente foi demonstrado que, alem de ICAM-1, a expressdo de
outros genes codificadores para moléculas de adesdo, como E-selectina, P-selectina e a
molécula de adesdo celular vascular (VCAM), também aumentam ap0s producdo de
citocinas por celulas de Kupfer ativadas por células cancerosas (Kathib et al., 2005).

O CEA também promove a sobrevivéncia de células metastaticas ao protegé-las

contra efeitos citotoxicos de espécies reativas de oxigénio no microambiente dos
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sinusoides. Jessup et al. (1999) relataram que a retencao de células tumorais circulantes
nos sinusodides ocasionam um bloqueio do fluxo sanguineo e, consequentemente, micro-
infartos no figado e infiltracdo de células inflamatérias e que espécies reativas de
oxigénio (ERO) e o6xido nitrico gerados na reoxigenacdo sdo tdxicas para células
tumorais com baixa capacidade de formacdo de metastases, mas ndo para celulas com
alta capacidade. Isso ocorre porque as células com alta capacidade de formacdo de
metéstase provavelmente possuem um mecanismo de protecdo. De fato, esses autores
observaram posteriormente que o tratamento com CEA previne contra a toxicidade
causada pelas ERO e pelo oxido nitrico, mesmo em células com baixa capacidade de
metastase. O CEA ativa as células de Kupfer que produzem, além das citocinas pro-
inflamatorias descritas anteriormente, a citocina anti-inflamatéria 1L-10, que inibe a
expressao da enzima 6xido nitrico sintetase induzivel (iNOS) e a producdo dos ERO e
do éxido nitrico, permitindo a sobrevivéncia das células malignas (Jessup et al., 2004).

Além disso, foi descrito que a expressdo de CEA em células de cancer colorretal
e de cancer de mama é induzida por hipdxia, 0 que também auxilia na sobrevivéncia
dessas células em um ambiente hostil de privacdo de oxigénio (Kokkonen et al., 2007).

Diante do exposto, pode-se perceber que o CEA desempenha um papel
fundamental na progressao tumoral e aparecimento de metéstases. E é por isso que a sua
deteccdo esta relacionada com a presenca de metéstases no figado em pacientes com
cancer pancreatico (Zhou et al., 2012), no cérebro em pacientes com cancer de pulméo
(Lee et al., 2012), em linfonodos, figado e baco em pacientes com cancer colorretal (Lin
et al., 2011; Pavlovic et al., 2011), e em 0sso, cérebro e outros sitios em pacientes com
cancer de mama (Yerushalmi et al., 2012). Além disso, desde a descoberta do CEA,
tanto sua forma ancorada como a solivel vem sendo amplamente utilizadas ao longo
dos anos como biomarcadores para diversos tipos de cancer (Thomson et al., 1969;
Martin et al., 1976; Sakamoto et al., 1987; Carriquiry & Pifieiro, 1999). O CEA é
considerado um importante marcador tumoral para diagnostico de cancer de pancreas
(Naito et al., 2011), para monitoramento de recidiva de cancer gastrico (Kim et al.,
2011) e de pulmdo (Nonaka et al., 2004), da recidiva e da sobrevivéncia dos pacientes
com cancer colorretal (Hu et al., 2012) e da eficiéncia de resposta ao tratamento
quimioterapico no cancer de mama metastatico (Di Gioia et al., 2011).

Devido as suas caracteristicas, 0 CEA também vem sendo estudado como um
alvo para tratamento e diagnostico do cancer (Behr et al., 2002; Schoffelen et al., 2010;

Zheng et al., 2011). O fato de ser superexpresso na grande maioria dos canceres

13



Introducéo

colorretal, em cancer de mama e em diversos outros tipos de neoplasia, enquanto sua
presenca em tecidos normais é limitada, é bastante promissor para direcionamento de
drogas ou agentes de contraste. Além disso, sua expressdo difusa nas membranas baso-
laterais das células cancerosas em contraposicdo a expressdo apenas na superficie
luminal das células normais torna esse antigeno mais acessivel para anticorpos anti-

CEA administrados por via endo-venosa.

3. TERAPIAS E DIAGNOSTICO DO CANCER

Existem relatos da existéncia de tumores malignos em registros egipcios e
babilbnicos desde o século XV antes de Cristo e, desde entdo, busca-se a cura do cancer.
Nos primordios da terapia contra o cancer, a doenca era tratada como Ulcera devido a
semelhanca fisica em alguns casos, e 0s remédios utilizados eram principalmente sais de
cobre, chumbo, enxofre e arsénio, além de cauterizacdo, 0 que ndo apresentava bons
resultados. Com o passar do tempo, no século | antes de Cristo, alguns estudiosos
passaram a recomendar a remoc¢ao do tumor com uma faca, o que seria a pré-concepgao
da cirurgia, ainda hoje utilizada. No entanto, eles observavam que muitos pacientes
morriam apos esse procedimento, provavelmente porque na época ndo existiam técnicas
adequadas de anestesia e prevencdo contra infec¢es, nem o conhecimento anatdmico
necessario. Além disso, os tumores voltavam a crescer ap0s sua remoc¢do e todos
concordavam que nem sempre um tumor era passivel de ser removido, pois a remogéo
sO deveria ser realizada se o tumor estivesse em estagios iniciais de crescimento e desde
que ndo estivesse conectado a veias, artérias ou nervos (Sigerist, 1932).

Atualmente, a cirurgia, cuja evolucdo é evidente, ainda é amplamente utilizada e
recomendada como tratamento para diversos tipos de cancer (Purushotham et al., 2012;
Wei & Harari, 2012). Na cirurgia, removem-se 0 tumor e suas margens com 0 objetivo
de se eliminar todos os vestigios da neoplasia. No entanto, as margens cirurgicas
dependem da localizagdo do tumor, que pode também néo estar acessivel. Além disso, é
muito dificil que o cirurgido consiga remover cada uma das células malignas. Na
maioria das vezes, 0 insucesso do tratamento cirdrgico esta justamente relacionado com
a permanéncia de células tumorais que ndo foram removidas ou ainda com o fato de que
ja existem micrometastases ainda ndo detectadas clinicamente no momento da cirurgia
(Pohlmann & Schwartsmann, 2004).
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Para aumentar a eficiéncia da cirurgia, utilizam-se atualmente terapias
adjuvantes como, por exemplo, a radioterapia e a quimioterapia. A radioterapia pds-
cirargica elimina as células remanescentes ap6s a remog¢do do tumor. Mas ela também
pode ser utilizada antes da cirurgia (terapia neoadjuvante) para a diminui¢do do tumor
que seré excisado (revisto por Baskar et al., 2012).

Conforme a revisdo dos autores, a radioterapia como um potencial tratamento do
cancer surgiu na passagem do século XIX para o XX, com os estudos de Marie Curie
com o elemento quimico radio e com a descoberta dos raios-X por Wilhelm Conrad
Rontgen. Segundo Wood (1923), a radioterapia era, ja no inicio do século XX, um
tratamento efetivo para alguns tipos de tumor, além de um importante adjuvante para a
remocao cirdrgica e um paliativo para tumores inoperéaveis. Ainda hoje, a radioterapia e
amplamente utilizada. Estimativas apontam que aproximadamente 50% dos pacientes
com cancer serdo submetidos a algum tipo de radioterapia como parte de um tratamento
otimizado e desses pacientes, 23% necessitardo do tratamento novamente (Delaney et
al., 2005).

A radiacdo é um agente fisico ionizante que, ao passar pelas células e tecidos,
deposita energia, provocando danos no material genético e consequentemente a morte
celular. Apesar de as células cancerosas serem mais suscetiveis aos efeitos da radiagdo
do que as células normais, estas também sédo atingidas pela radiacdo, especialmente as
que circundam o tecido neoplasico (Baskar et al., 2012). Dessa forma, apesar de o
sucesso da radioterapia em destruir completamente o tumor depender da dose total de
radiacdo administrada, esta é limitada pela tolerancia das células saudaveis vizinhas, o
que muitas vezes leva a uma dose submaxima no tratamento (Barnett et al., 2009). E
mesmo tendo-se o cuidado de respeitar a dose adequada de radiacdo, estudos relatam
diferentes efeitos adversos decorrentes da toxicidade da terapia, como pneumonite,
fibrose, doenca cardiovascular e mesmo o aparecimento de tumores secundarios, que
podem inclusive ocasionar a morte do paciente (Eldh et al., 2012; Travis et al., 2012).

Na tentativa de se explorar as vantagens de cada tipo de tratamento e evitar suas
limitagdes, cada vez mais se utilizam combinacdes terapéuticas. O uso da quimioterapia
pode, por exemplo, tornar as células tumorais mais suscetiveis aos efeitos da
radioterapia, aumentando o indice terapéutico. A quimioterapia também € bastante
utilizada ap0s a cirurgia para explorar uma condicao 6tima de volume tumoral minimo e
cinética celular propicia, aumentando a probabilidade de cura (Pohlmann &
Schwartsmann, 2004).
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De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), a quimioterapia € um
tratamento que utiliza medicamentos, que podem ser administrados por diferentes vias
(oral, endovenosa, subcuténea, tpica, entre outras), e que sao levados pelo sangue a
todas as partes do corpo, visando a destruicdo de células malignas do tumor e
circulantes (Brasil, 2012d). Curas efetivas com drogas antitumorais ja foram
encontradas para linfomas, leucemias e cancer de testiculo e, mesmo para os tumores
incuraveis, existem agentes quimioterdpicos que prolongam a vida e/ou aliviam
sintomas dos pacientes (Alberts et al., 2008).

Segundo a revisdo de Shurin et al. (2012), a utilizacdo da quimioterapia para o
tratamento do cancer € historicamente posterior a radioterapia. A descoberta do primeiro
agente quimioterdpico ocorreu por acaso durante as guerras mundiais com a utilizacdo
do gas mostarda, que causava leucopenia profunda. Apenas em 1942, o gas mostarda foi
testado em animais e pacientes com linfomas com resultados promissores. Foi a partir
dai que se percebeu que o cancer também poderia ser tratado com agentes
farmacoldgicos e uma enorme quantidade de estudos resultou na grande variabilidade
de quimiotedpicos disponiveis atualmente, como agentes alquilantes, taxanos, inibidores
de microtubulos entre outros (Ribeiro et al., 2012).

No entanto, da mesma forma que a radioterapia, 0s agentes quimioterapicos
causam danos ndo apenas as células malignas, mas também as saudaveis e por isso 0
maior problema da quimioterapia é a toxicidade aos tecidos normais e o0 surgimento de
efeitos adversos, 0 que se torna mais evidente a medida que o tempo do tratamento
aumenta (Ribeiro et al., 2012). Isso porque, classicamente, 0s agentes quimioterapicos
sdo ineficientes em discriminar células tumorais de sadias, pois agem principalmente em
células com grande atividade proliferativa, 0 que ndo é exclusivo do tumor, e essa
inespecificidade pode provocar a morbidade dos pacientes (Blanco et al., 2011). Pelo
fato de serem levadas pelo sangue a todas as partes do corpo, as drogas quimioterapicas
podem causar uma toxicidade sistémica, além de possuirem distribuicdo aleatéria e
répida eliminagcdo pelo organismo, o que exige a administracdo de doses altamente
concentradas, aumentando os efeitos colaterais (Nie et al., 2007).

Além disso, apesar da combinacdo entre essas terapias descritas se mostrar
eficiente em varios casos, nem sempre ela é bem sucedida. Para o cancer colorretal, por
exemplo, 20% dos pacientes apresentam metastase no figado no momento do

diagnostico e sdo indicados para cirurgia, mas destes, somente 20% podem ser operados
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e a taxa de sobrevida em cinco anos é de apenas 25 a 40%, mesmo com quimioterapia
adjuvante (Lorenz et al., 2000 apud Mazzolinin et al., 2007).

Por essas razfes, métodos alternativos que apresentem maior especificidade para
os tecidos neoplasicos e/ou possam ser utilizados como adjuvantes nas terapias
convencionais tém sido, nas Ultimas décadas, um importante foco dos estudos
cientificos, como, por exemplo, a hipertermia.

A hipertermia, que consiste em um aumento da temperatura de parte ou de todo
0 corpo para 42-46°C, tem mostrado eficiente acdo antitumoral (Yanase et al., 1998),
pois € um agente citotoxico eficaz especialmente para células em hipoxia, necessitadas
de nutrientes e que estejam em ambiente de baixo pH (Franckena et al., 2007),
caracteristicas comumente presentes em tumores. Além disso, a hipertermia induz uma
resposta imune antitumoral (Shinkai et al., 1999), reduz a detoxificagdo celular e a
capacidade de reparo do DNA (Gori et al., 2005), altera a expressdo de genes
relacionados a apoptose (Liang et al., 2007) e torna 0s vasos sanguineos mais
permeaveis (Bahadur & Giri, 2003), aumentando a interiorizacdo celular de drogas
antitumorais, como a cisplatina (Gabano et al., 2007). Por apresentar essas
caracteristicas, a hipertermia aumenta a radiossensibilizacdo e a citotoxicidade de
agentes quimioterdpicos e, por isso, vem sendo utilizada eficientemente como
tratamento adicional as terapias convencionais em diferentes tipos de cancer em estagio
avancgado, como cancer de reto recorrente, de pulméo, de mama, de Utero, de cabeca e
pescoco e de préstata (Matsumine et al., 2007).

Além da hipertermia, com o progresso do conhecimento da biologia tumoral,
novas terapias com alvos moleculares especificos e com capacidade para atuarem em
processos criticos para as células malignas vem sendo estudadas e desenvolvidas. Entre
elas, bloqueio da angiogénese, terapias hormonais (Puhalla et al., 2012),
oligonucleotideos antisense para alterar a expressdo de determinadas proteinas
(Spugnini et al., 2011) e inibidores de receptores de crescimento, que podem ser
inibidores da via de transducdo de sinal relacionada ao receptor, ou anticorpos que
impecam a ligacdo do receptor ao fator de crescimento (Pohlmann & Schwartsmann,
2004).

Atualmente, anticorpos monoclonais terapéuticos constituem um dos setores de
maior crescimento da industria farmacéutica. Entre eles, os produtos para o cancer sao
os que lideram o mercado (Kim et al., 2005). A terapia para o0 cancer com base em

anticorpos vem sendo estabelecida nas Gltimas duas décadas e tem se mostrado uma
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estratégia bem sucedida no tratamento dos pacientes (Scott et al., 2012). Alguns
anticorpos terapéuticos ja foram, inclusive, aprovados para uso em pacientes pela
agéncia norte-americana FDA (Food and Drug Administration), como o0 Rituxan
(rituximab - anti-CD20, para tratamento de linfoma), o Herceptin (Trastuzumab - anti-
HERZ2, para tratamento do cancer de mama), o Erbitux (cetuximab — anti-EGFR, para
tratamento de cancer de cabeca e pescoco ou de colon), entre outros (Hoff et al., 2004;
Wu & Senter, 2005).

Entretanto, apesar de os anticorpos demonstrarem habilidades terapéuticas, um
tratamento concomitante com drogas citotoxicas € geralmente requerido para uma
eficiéncia clinica significativa (Pasquetto et al.,, 2011). Segundo o0s autores, a
observacgdo desse fato ocasionou o estudo e desenvolvimento dos imunoconjugados:
anticorpos com alvos moleculares presentes no tecido tumoral associados a agentes
citotoxicos, a isétopos radioativos (radioimunoconjugados) ou a toxinas bacterianas ou
de plantas (imunotoxinas).

Segundo Blanc et al. (2011), apesar de exemplos bem-sucedidos, ndo é apenas 0
desenho racional de uma droga direcionada as células tumorais que garantird sua
eficiéncia terapéutica contra o cancer, pois existem muitas barreiras para a chegada da
droga ao seu alvo. Os autores citam o sistema fagocitico mononuclear (ou sistema
reticulo-endotelial — RES), o acumulo da droga em drgdos saudaveis, gradientes de
pressdo intersticial, e fluxo sanguineo anormal no microambiente tumoral. Além disso,
hd a grande densidade do tecido tumoral, alteracbes na membrana das células
cancerosas, e as limitacBes do préprio farmaco, como solubilidade e estabilidade
(revisto por Lopez-Davila et al., 2012).

Independentemente de qual terapia serd administrada, a detec¢do precoce do
cancer esta intimamente relacionada a um melhor prognéstico da doenca (Kendall et al.,
2010) e a uma maior possibilidade de cura (Wajed, 2010). No cancer colorretal, por
exemplo, a taxa de sobrevida livre da doenga em cinco anos diminui quando a neoplasia
é diagnosticada em estagios mais avancados (revisto por Bunger et al., 2011). Da
mesma forma, para o cancer de mama, quanto mais tardio o estagio da doenca no
momento do diagnostico, menor a taxa de sobrevida (Cancer Reserach UK, 2011).

De fato, nos Estados Unidos, entre os anos de 1990 e 2008, houve uma reducédo
na taxa de mortalidade por cancer de 15,3% entre as mulheres e de 22,9% entre 0s

homens, o que foi relacionado com melhores técnicas de deteccdo precoce e/ou

18



Introducéo

tratamento, especialmente para os canceres colorretal, de mama e de prostata (Siegel et
al., 2012).

Em geral, os métodos de deteccdo precoce sdo simples, como exame clinico,
ultrassonografia, autoexame das mamas e dos testiculos, exame preventivo papanicolau,
mamografia, colonoscopia, entre outros (Brasil, 2012e). No entanto, o diagnostico
precoce ainda € um desafio porque os sintomas clinicos raramente se manifestam antes
do cancer progredir para um estagio fatal. Por isso, técnicas cada vez mais avancadas
estdo sendo desenvolvidas e entre elas, destacam-se aquelas de deteccdo por imagem,
que podem ser utilizadas ndo apenas no rastreamento, mas também no direcionamento
de biopsias para diagnostico, para deteccdo de metéstases ou tumores secundarios
decorrentes da radioterapia, para planejamento de tratamento e no monitoramento da
recorréncia da doenca (revisto por Pericleous et al., 2012; Phulpin et al., 2012).

Atualmente existem seis técnicas de detec¢do de tumor por imagem: ultrassom,
ressonancia magnética (RM), raio-X (filme e tomografia computadorizada - CT),
tomografia computadorizada por emissdo de féton Unico (SPECT), tomografia por
emissdo de positrons (PET) e imagem Optica (por absorcdo ou espalhamento de luz).
Dessas, apenas quatro sdo capazes de detectar tridimensionalmente tumores em
qualquer localizacdo do corpo humano: RM, CT, SPECT e PET. No presente trabalho,
tanto a SPECT como a RM foram utilizadas.

A SPECT é uma técnica que tem como base a detec¢do de radiacdo gama
emitida pelo material que se deseja avaliar. Para isso, um agente contendo um isétopo
radioativo (geralmente tecnécio **Tc, iodo '?*I ou indio **'In) deve ser injetado no
paciente. Esse agente, apés distribuir-se no organismo, emitird a radiagdo que sera
detectada em varios angulos por cdmaras gama capazes de fazerem uma varredura de
360 ° no paciente. As vérias imagens sdo entdo reconstruidas em 3-D (revisto por
Conway, 2012).

Ja no equipamento de RM, ha um gradiente de campo magnético gerado ao
redor do material sob investigacao, que alinha os spins nucleares ndo pareados, também
chamados de dipolos magnéticos. O equipamento também emite pulsos de
radiofrequéncia que, momentaneamente, mudam o alinhamento dos spins. Quando, apds
0 pulso, os dipolos magnéticos retornam a posicao alinhada (relaxamento), um scanner
detecta 0 tempo de relaxamento e o traduz em um sinal de RM. Como em diferentes
ambientes fisico-quimicos os dipolos tem tempos de relaxamento diferentes, materiais

diferentes apresentam sinais de RM diferentes (revisto por Massoud et al., 2003).
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Apesar de 0 uso de agentes de contraste nas técnicas de imagem auxiliar bastante
na deteccdo do tumor, especialmente quando estes sdo desenvolvidos com moléculas
direcionadoras a biomarcadores tumorais (Weissleder, 2002; Massoud & Gambhir,
2003), muitos agentes de contraste que sdo amplamente utilizados na clinica, como o
gadolino, sdo potencialmente toxicos (Caravan et al., 1999).

Além disso, todas as técnicas tridimensionais disponiveis apresentam limitagdes
na sensibilidade e/ou resolucdo para a detecgdo de cancer nos estagios iniciais, ou seja,
com um numero minimo de células. Considera-se que o ideal seria a deteccdo antes que
o tumor chegasse a fase angiogénica (em torno de 10° células). No entanto, as técnicas
possuem uma resolucéo de deteccdo de tumor sélido de 10° células crescendo como
uma massa Unica (Frangioni, 2008), o que inviabiliza essa deteccdo ideal e também a de
micrometastases.

Para superar as limitacGes das terapias antitumorais e melhorar a resolucdo das

técnicas de diagndstico por imagem, a nanobiotecnologia vem sendo bastante utilizada.

4. NANOBIOTECNOLOGIA E CANCER

O termo nanotecnologia refere-se a criacao e utilizacdo de materiais, dispositivos
e sistemas por meio do entendimento e controle da matéria em escala nanométrica. Nos
materiais nanométricos, surgem propriedades fisicas (térmicas, Opticas, elétricas),
quimicas e bioldgicas diferentes das existentes para materiais em escalas micro ou
macroscopicas, além de a razdo superficie/volume ser extremamente maior, 0 que 0s
torna bastante reativos. Tais caracteristicas Unicas permitem uma infinidade de
aplicacbes nos mais diversos campos, como eletrdnica, engenharia de alimentos,
sensores quimicos, biologia, medicina, entre outras (Bystrzejewski et al., 2007;
Ranganathan et al., 2012). A versatilidade da aplicacdo dos nanomateriais reflete a sua
variabilidade quanto a natureza (por exemplo, metais, semicondutores, polimeros),
quanto a forma (tubos, esferas, prismas) e quanto a estrutura (dendrimeros, lipossomas,
nanocapsulas) (Fortina et al., 2007).

A aplicagho da nanotecnologia na area biologica é denominada
nanobiotecnologia e vem se mostrando bastante promissora nos sistemas de entrega de
drogas e de diagndstico e no desenvolvimento de novos farmacos e nanorob6s para

cirurgias (Jain, 2010). Nos ultimos anos, a nanobiotecnologia vem contribuindo para a
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superacdo das limitagdes no tratamento e no diagndstico de diferentes doencas,
incluindo o cancer.

No que concerne ao tratamento do cancer, alguns problemas, como o fato de
muitas drogas serem lipossolUveis e apresentarem baixa biodisponibilidade, podem ser
resolvidos com o uso de carreadores nanoestruturados (Wang et al., 2010). Yang et al.
(2012b) relataram um aumento de 2000 vezes na solubilidade em agua do docetaxel, um
agente anti-neoplésico hidrofébico, quando este foi associado a nanoparticulas
biopoliméricas. Além disso, dependendo das caracteristicas da cobertura desses
nanocarreadores, € possivel aumentar o tempo de circulacdo da droga na corrente
sanguinea e manter sua liberacdo sustentada. Nanoparticulas magnéticas recobertas com
monooleato de glicerol, por exemplo, ao serem associadas ao paclitaxel, aumentaram a
meia vida da droga de cinco horas (droga livre) para mais de 15 horas (Singh et al.,
2011). Caracteristicas como boa biodisponibilidade e tempo de circula¢do prolongado
permitem um acimulo seletivo da droga no tumor. Esse acimulo deve-se ao efeito da
retencdo e permeabilidade aumentada (efeito EPR). O efeito EPR ocorre porque, devido
a rapida proliferacdo do tumor, as células endoteliais acompanham esse crescimento
acelerado, com um numero minimo de pericitos, o que cria uma vasculatura tumoral
fraca, com poros de até algumas centenas de nanémetros, que permitem a difusdo de
nanoparticulas no tumor. Aléem disso, o sistema alterado e reduzido de drenagem
linfatica nos tumores contribui para essa retencdo, que € denominada de acimulo
passivo (Maeda et al., 2003; Lopez-Davila et al., 2012).

Além do acumulo passivo, 0 uso de nanocarreadores permite aumentar ainda
mais o0 acumulo da droga no local de interesse se o direcionamento for ativo, ou seja, se
houver, no nanocarreador, uma molécula direcionadora, como, por exemplo, um
anticorpo monoclonal (Hapca-Cirstoiu et al., 2009). A elevada area de superficie dos
materiais nanoestruturados permite a ligacdo de varias moléculas direcionadoras. Ja
foram aprovados, para o uso clinico, diferentes sistemas de entrega de drogas baseados
em materiais nanoestruturados associados a anticorpos, como Zevalin e Ontak, que séo
utilizados para linfoma nao-Hodgkin e linfoma de célula T, respectivamente (revisto por
Lammers et al., 2010).

Aumentando a biodisponibilidade da droga e o acimulo da mesma no tumor, a
nanotecnologia se destaca por propiciar um aumento na eficicia terapéutica e uma
reducdo na toxicidade da terapia em tecidos saudaveis (Werner et al., 2012). Existem

varios tipos de nanocarreadores que podem ser utilizados para se alcangar esses
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objetivos, como lipossomas (Carneiro et al., 2011; Server et al., 2011), dendrimeros
(Ward et al., 2011), nanotubos de carbono (Ji et al., 2012) e nanoparticulas, que podem
ser poliméricas (Yang et al., 2012b) ou metalicas, como as magnéticas (Singh et al.,
2011).

Além de grandes melhorias na terapéutica do cancer, a nanotecnologia vem
contribuindo também para as técnicas de diagndstico por imagem. Pelos mesmos
motivos descritos anteriormente, nanomateriais acumulam passiva ou ativamente no
tumor melhorando a eficacia das técnicas de imagem. Em exames de tomografias por
emissdo de pdsitron, o uso de lipossomas nanoestruturados contendo o elemento
radioativo apresentou uma meia vida ideal para permitir o acimulo no tumor sem, no
entanto, aumentar o background (Petersen et al., 2012). Nanotubos de carbono também
se mostraram eficientes em promover a deteccdo por fluorescéncia em tecidos
profundos mesmo com baixa dosagem (Yi et al., 2012). Nesse tipo de diagnostico, além
dos nanotubos, os quantum dots oferecerem muitas vantagens, como aumento da
fluorescéncia e da fotoestabilidade, permitindo a deteccdo da imagem em um periodo de
tempo muito maior que os fluoréforos convencionais (revisto por Pericleous et al.,
2012).

Jé& as nanoparticulas de ferro vém sendo utilizadas com sucesso como agentes de
contraste na resonancia magnética para deteccdo de tumores primarios e metastases em
linfonodos (Lim et al., 2011; Li et al., 2012).

As nanoparticulas de ferro magnéticas apresentam muitas caracteristicas
promissoras. Além de serem importantes agentes de contraste na ressonancia magnética,
podem se apresentar como agentes de imagens multifuncionais ou de teragnostico, ou
seja, apresentando simultaneamente propriedades para diagnéstico e terapias, conforme

descrito a seguir.

4.1. Nanoparticulas Magnéticas

Nanoparticulas magnéticas (NPM) podem ser constituidas de diferentes ferritas,
como as de ferro, manganés, zinco e cobalto, sendo as mais comuns as de Oxidos de
ferro magnetita (FesO,;) e maghemita (y-Fe;O3). Devido ao tamanho em escala
nanométrica, as nanoparticulas de ferro exibem propriedades magnéticas diferentes dos
materiais em escala micro ou macroscépicas. Em tamanhos variando entre 10 e 20 nm,

cada nanoparticula se torna um dominio magnético Unico e apresenta caracteristicas
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superparamagnéticas, comportando-se como um atomo gigante paramagnético que
responde rapidamente a um campo magnético, mas com magnetismo residual e
coercividade quase nulas. As nanoparticulas de ferro utilizadas na nanobiotecnologia
recebem uma cobertura que tem como objetivo estabiliza-las e também propiciar uma
funcionalizacdo dependendo da aplicacdo desejada (Gupta & Gupta, 2005; Lu et al.,
2007).

Para a aplicagdo na nanomedicina, as NPM necessitam de uma cobertura
biocompativel e que proteja contra a degradacdo em um ambiente fisiologico. Varias
moléculas tem proporcionado essas caracteristicas, como o &cido dimercapto-succinico
(DMSA) (Valois et al., 2010) e diferentes polimeros (Arsalani et al., 2012; Akbarzadeh
et al., 2012), que permitem ainda a ligacdo quimica de moléculas direcionadoras como,
por exemplo, anticorpos monoclonais (Acharya et al., 2009).

Uma vez biocompativeis, as NPM tem um vasto campo de aplicacdo biomédica
e vem sendo amplamente utilizadas no tratamento e diagnostico do cancer. NPM estéo
sendo utilizadas como carreadores de quimioterapicos (Carneiro, et al. 2011; Estevanato
et al., 2011) e em terapia fotodindmica (Primo et al., 2008). Além disso, devido ao
nucleo de ferro, as NPM sdo adequadas para o tratamento por magnetohipertermia.
Quando submetidas a um campo magnético alternado, elas liberam energia térmica,
gerando o aquecimento local e levando a morte das células malignas e a uma reduc¢éo no
volume tumoral (Guedes et al., 2005; Balivada et al., 2010; Portilho et al., 2010).

O fato de possuirem um nucleo de ferro magnético permite que as NPM também
sejam utilizadas no diagndstico do cancer por meio de ressonancia magnética (RM),
apresentando altas sensibilidade e resolucdo, além de penetracdo ilimitada em tecidos
bioldgicos (revisto por Yigit et al., 2012). Com essas caracteristicas, além de serem
utilizadas na deteccdo ndo invasiva de cancer e metatases (Li et al., 2012; Lim et al.,
2011a), podem atuar na terapia guiada por imagem (Cheng et al., 2012) e em métodos
especiais de RM, como ultrashort echo time imaging, que aumenta ainda mais o
contraste (Girard et al., 2011) e permite a quantificacdo de ferro nos tecidos (Zhang et
al., 2011). Além de todas essas vantagens, as NPM sdo mais biocompativeis e
apresentam um maior tempo de circulacdo do que o gadolineo, o agente de contraste
mais comumente usado na clinica médica (Kim et al., 2011).

De uma forma bastante interessante, as NPM também podem ser multifuncionais
no diagnoéstico do cancer. Todas as MNP sdo, por natureza, adequadas ao uso na RM e

podem ainda ser modificadas para serem utilizadas em outras metodologias, como a
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tomografia computadorizada por emissdo de foton unico (SPECT), pela ligacdo de
elementos radioativos como o tecnécio, permitindo maior visualizacdo do tecido e
propiciando informacgOes estruturais e funcionais mais detalhadas (Misri et al., 2011;
Madru et al., 2012)

Tanto funcgdes terapéuticas como de diagndstico podem, portanto, ser
simultaneamente oferecidas pelo uso de NPM e por isso elas sdo consideradas como
promissores precursores de teragnostico, especialmente porque podem combinar o
direcionamento magnético (Cheng et al., 2012; Hua et al., 2011) com o bioldgico para a
deteccdo de tumores (Lim et al., 2011b; Taylor et al., 2011; Quan et al., 2010) e células
tumorais circulantes (Galanzha et al., 2009), aumentando a deteccdo de
micrometastases.

Diante do exposto, pode-se perceber que o direcionamento ativo de agentes
terapéuticos ou de contraste é extremamente interessante. Além disso, sistemas
nanoestruturados multifuncionais, que possuam simultaneamente propriedades
terapéuticas (magnetohipertermia e entrega seletiva de drogas) e de contraste (detecgéo
por imagem), podem aumentar a eficiéncia e a especificidade do tratamento e do

diagnostico do cancer (Yang et al., 2010).
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Obijetivos

Considerando-se a importancia de se desenvolver terapias com maior especificidade
para os tecidos neopléasicos e, consequentemente, com menos efeitos colaterais, e ainda a
relevancia da deteccdo precoce para um melhor progndstico da doenca e para a maior
possibilidade de cura, o objetivo geral deste estudo consistiu em desenvolver fluido
magnético constituido de nanoparticulas de maghemita conjugadas a anticorpos anti-CEA e

avaliar seu potencial para deteccdo e tratamento do cancer.

Para tal, foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

1. Escolher modelo de estudo constituido de tecido tumoral que apresentasse

marcador de superficie reconhecido por um anticorpo especifico;

2. Avaliar a toxicidade in vitro do fluido magnético a ser utilizado na conjugacao do

anticorpo, por meio de teste de MTT;

3. Conjugar o anticorpo escolhido (anti-CEA) as nanoparticulas do fluido magnético

e confirmar essa conjugacao, por meio de espectroscopia Raman;

4. Caracterizar o fluido com nanoparticulas conjugadas ao anticorpo, por meio de

espalhamento de luz dindmico;

5. Avaliar a especificidade do fluido com nanoparticulas conjugadas ao anticorpo a
tecidos tumorais, por meio de estudos de ligacdo e interiorizacdo de nanoparticulas pelas

células alvo (ELISA, coloracédo de Perls e microscopia eletronica de transmissao);

6. Avaliar a toxicidade in vitro do fluido com nanoparticulas conjugadas ao

anticorpo, por meio de MTT e anélise de ultraestrutura celular;

7. Avaliar a biodistribuicdo das nanoparticulas conjugadas ao anticorpo em
camundongos portadores de tumor, por meio de marcagdo radioativa dos fluidos e
subsequente contagem da radioatividade em oOrgaos e tumores coletados 24h apds injecéo

intraperitoneal e intravenosa do fluido;

8. Avaliar o acimulo das nanoparticulas conjugadas ao anti-CEA no tumor apés

diferentes tempos de tratamentos intraperitoneal ou intravenoso, por meio de analise
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histologica dos tumores e de técnicas de imagem, como tomografia computadorizada por

emissdo de foton Unico (SPECT) e ressonancia magnética;

9. Avaliar o potencial dos fluidos em serem utilizados no diagnostico por imagem,
por meio de testes de ressondncia magnética, tomografia computadorizada (CT) e SPECT.
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Material e Métodos

1. ESTABELECIMENTO DO MODELO DE ESTUDO

Para a realizacdo deste trabalho, foi necessario o estabelecimento de um modelo

constituido de células tumorais que apresentasse um biomarcador de superficie

(reconhecido por um anticorpo especifico), além de células controle (ndo reconhecidas

por esse mesmo anticorpo). Para isso, foram testadas diferentes combinac@es de células

tumorais e anticorpos, por meio de diferentes técnicas, conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1. Linhagens de cancer colorretal humano e de mama murino e humano submetidas aos ensaios de
ELISA, imunofluorescéncia e imuno-histoquimica para deteccdo de diferentes biomarcadores tumorais de

superficie.
Linhagens celulares Marcador Metodologia
Adenocarcinoma colorretal humano (HT-29) Antigeno carcinoembrionario (CEA) ELISA

Adenocarcinoma colorretal humano (HT-29)
Carcinoma colorretal humano (HCT116)
Adenocarcinoma colorretal humano (LS174T)
Adenocarcinoma colorretal humano (LS174T)
Carcinoma Mamario murino (4T1)

Carcinoma Mamario murino (4T1)

Carcinoma Mamario murino (4T1)

Tumor Ascitico de Erlich - mama murino (TAE)
Tumor Soélido de Erlich - mama murino (TSE)
Tumor Sélido de Erlich — mama murino (TSE)

Adenocarcinoma mamario humano (MCF-7)

Antigeno carcinoembrionario (CEA)
Antigeno carcinoembrionario (CEA)
Antigeno carcinoembrionario (CEA)
Antigeno Carboidrato (CA-19.9)
Receptor de estrogeno (ER)

Receptor de progesterona (PR)

Antigeno carcinoembrionario (CEA)
Antigeno carcinoembrionario (CEA)
Antigeno carcinoembrionario (CEA)
Receptor de crescimento epidermal (c-erb)

Receptor de estrogeno (ER)

Imunofluorescéncia
ELISA

ELISA

Imunofluorescéncia
Imuno-histoquimica
Imuno-histoquimica
Imuno-histoquimica
Imunofluorescéncia
Imuno-histoquimica
Imuno-histoquimica

ELISA

1.1.Manutencao e propagacao das células HT-29, LS174T e HCT116

As linhagens de células de cancer colorretal humano HT-29 e LS174T foram

gentilmente cedidas pelo Dr. Fernando Kreutz, FKBiotec, Rio Grande do Sul, e a

linhagem de carcinoma colorretal humano HCT116, pelo Dr. Jose Morgado Diaz,

INCA, Rio de Janeiro.
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As células HT-29, LS174T e HCT116 foram mantidas em meio de cultura
RPMI-1640 (GIBCO-BRL), suplementado com 10% de soro fetal bovino (GIBCO-
BRL) e tamponado com bicarbonato de sodio (Sigma), sendo o pH 7,4 ajustado pela
adicdo de HCI. As culturas foram estabelecidas a partir de uma passagem inicial de 10°
células em frascos de cultura de poliestireno de 25 cm?, ou 2 x 10° células em frascos de
75 cm?, e mantidas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e 80% de umidade. Uma vez
atingidos 80 — 90% de confluéncia, as células eram soltas do fundo do frasco de cultura
por tratamento com solucdo de tripsina 0,125% / EDTA 0,02% por trés minutos,
centrifugadas a 175 g por 10 min., contadas em camara de Neubauer e passadas para

novo frasco de cultura.

1.2. Manutencdo e propagacdo das células MCF-7 e 4T1

As células MCF-7 foram adquiridas da American Type Culture Collection
(ATCC® HTB-22TM) e as células 4T1 foram gentilmente cedidas pela Dra. Suzanne
Ostrand-Rosenberg, Universidade de Baltimore; Maryland-EUA. Ambas as linhagens
foram cultivadas em meio DMEM (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino
e antibiético e mantidas e propagadas nas mesmas condi¢bes que as células HT-29,
LS174T e HCT116, conforme descrito no item 1.1 do capitulo Material e Métodos.

1.3. Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE)

O TAE foi obtido de acordo com os procedimentos ja realizados no laboratério
Nanogem da Universidade de Brasilia (Portilho, 2011), pelo transplante de 10° células
tumorais retiradas de um camundongo portando a neoplasia (Figura 1a) para o peritonio
de um camundongo receptor (Figura 1b). Em até 7 dias o camundongo receptor

desenvolveu o TAE.

28



Material e Métodos

Figura 1. Obtencdo do tumor de Ehrlich
ascitico. (a) As ceélulas tumorais foram
retiradas do camundongo doador e (b)

inoculadas no peritbnio do camundongo
receptor. Adaptado de Portilho, 2011.

1.4. Tumor S6lido de Ehrlich (TSE)

O TSE foi induzido pela inoculacdo de células na orelha do camundongo
receptor (Portilho, 2011) e, depois de fixado, desidratado, diafanizado e incluido em
parafina, foi gentilmente cedido pela Dra. Flavia Arruda Portilho para a realizacdo dos

experimentos de imuno-histoquimica.
1.5. ELISA

A técnica de ELISA foi utilizada para se avaliar a expressao de CEA nas
linhagens HT-29, HCT116 e LS174T e a expressdo de RE na linhagem MCF-7. Para
isso, foi utilizado o protocolo descrito por Chen et al. (2007), com modificagdes. As
células foram semeadas em uma placa de cultura de 96 pocos (10 células por poco) e
cultivadas por 24 h. No dia seguinte, 0 meio de cultura foi retirado e as células foram
fixadas com paraformaldeido (4% em PBS) por 10 min. As células foram entéo lavadas
3 vezes com PBS e uma solucéo de bloqueio (5% de leite em po6 desnatado em PBS) foi
adicionada aos pocos durante 24 h. No dia seguinte, foi adicionado o anticorpo primario
de coelho anti-CEA (DAKO). O anti-CEA n&o ligado foi removido em trés lavagens
com PBS e as células foram incubadas com o anticorpo secundario anti-lgG de coelho
conjugado a fosfatase alcalina por 1h. Apds duas lavagens com PBS e uma lavagem
com tampdo de fosfatase alcalina — APB (100 mM tris HCI pH 9.5, 100 mM NaCl, 50
mM MgCl,), o substrato pNPP (para-nitrofenilfosfato) foi adicionado por 30 min e a

29



Material e Métodos

absorbancia foi lida a 405 nm no equipamento SpectraMax M2 (Molecular Device,

EUA). Como controle negativo, o PBS foi utilizado em substitui¢cdo ao anti-CEA.

1.6. Imunofluorescéncia

Foram testados dois protocolos de imunofluorescéncia, um em microtubo de 2
mL e outro em placa de cultura de 6 pocos. Para o primeiro protocolo, 2x10° células em
suspensdo (PBS) foram fixadas em paraformaldeido 4% em PBS por 10 min e em
seguida centrifugadas por 3 min a 3000 g para a retirada do sobrenadante. O sedimento
foi lavado duas vezes com PBS a solucdo de bloqueio (5% de leite desnatado em PBS)
foi adicionada. Apds 20 min de incubacdo com a solugdo de blogueio, as células foram
lavadas duas vezes em PBS, ap0s centrifugacdo para a retirada do sobrenadante. O
anticorpo conjugado com FITC (anti-CEA ou anti-CA19.9) foi entdo adicionado (10
pg/mL). Apos 2 h de incubacdo no escuro, as células foram lavadas duas vezes em PBS
e colocadas em laminas de microscopia previamente tratadas com poli-L-lisina e ap6s
adicdo de solucdo anti-fading, as laminas foram montadas com laminulas.

Para o protocolo da placa de cultura, as células foram transferidas para os pogos
contendo laminulas de microscopia previamente adicionadas, onde cresceram aderidas
por 24 h. No dia seguinte, as laminulas com as células foram retiradas dos pogos e
transferidas para uma placa de Petri de vidro para a fixacdo das células em acetona
gelada por 10 min. Apds a fixacdo, seguiu-se o protocolo descrito para microtubo de 2

mL.

1.7. Imuno-histoguimica

Foram feitos cortes do TSE de 5 um em micrétomo e estes foram colocados em
laminas previamente tratadas com poli-L-lisina. Os cortes foram desparafinizados em
xileno e hidratados em solucdes de etanol com concentracdes decrescentes, até 40%.
Depois de os cortes serem lavados em agua, foi realizado o bloqueio da peroxidase por
meio da incubacdo das laminas em uma solugdo de metanol com perdxido de hidrogénio
por 17 min. Apds o bloqueio, as laminas foram lavadas em agua corrente e realizou-se a
etapa da recuperacdo antigénica em tampdo citrato (1 ng/mL) sob pressdo e
temperaturas elevadas (as laminas mergulhadas em tampéao citrato foram colocadas em

uma panela de presséo por 1,5 min (para a detec¢do de CEA ou c-erb) ou 5 min (para a
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deteccdo de ER ou PR). As laminas foram entdo colocadas em temperatura ambiente,
esperou-se 30 min e as ldminas foram lavadas em &gua corrente. Depois, as laminas
foram incubadas em solucéo de blogueio (3% de leite desnatado em PBS) por 30 min e
em seguida com o anticorpo primario em cadmara Umida a 4 °C até o dia seguinte.

No dia seguinte, as ldaminas, a temperatura ambiente, foram lavadas 3 vezes em
PBS contendo 0,1% de albumina sérica bovina (BSA) por 10 min cada lavagem e foi
utilizado o sistema de biotina/estreptavidina + peroxidase (DAKO): o anticorpo
secundério (Biotinylated link universal - DAKO) foi adicionado. Ap6s incubagdo com o
anticorpo secundario por 20 min, o complexo Streptavidin-HRP (DAKO) foi
adicionado. Apos lavagem das laminas com PBS, o substrato (DAKO liquid DAB +
substrate chromogen system - DAKO) foi adicionado. Apds 10 min, a reacdo foi
interrompida com &gua destilada e as Iaminas foram contra-coradas com hematoxilina
(Mayer). Como controle negativo, o PBS foi utilizado em substituicdo ao anticorpo

primario.

2. MODELO DE CANCER DE INTESTINO — ESTUDO IN VITRO

Para o desenvolvimento deste trabalho utilizou-se como modelo in vitro de
cancer de intestino humano as células de adenocarcinoma colorretal LS174T (positivas
para o biomarcador CEA) e as células de carcinoma colorretal HCT116 (controle
negativo), que foram cultivadas de acordo com o procedimento descrito no item 1.1. do

capitulo Material e Métodos.

2.1. Fluidos Magnéticos

Foram sintetizadas, a partir do mesmo protocolo, duas amostras de fluidos
magnéticos compostos por particulas de maghemita recobertas por acido dimercapto-
succinico (DMSA). O primeiro, denominado FMa, foi sintetizado no Instituto de Fisica
da Universidade de Brasilia por Luciana Guilherme, com as nanoparticulas dispersas em
agua. O segundo, denominado FMs, foi sintetizado no Instituto de Quimica da
Universidade de Goiania por Lincoln de Souza, com as nanoparticulas dispersas em
solucdo salina.

Para a obtencdo dos fluidos, nanoparticulas de magnetita foram obtidas

misturando-se solucdes aquosas de cloreto férrico e cloreto ferroso na proporgdo 2:1 em
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solucdo aquosa de amonia concentrada, sob agitacdo vigorosa. As nanoparticulas de
magnetita foram oxidadas a maghemita por meio de oxigénio medicinal sob
aquecimento (95 °C) por 5 h e, em seguida, adicionou-se uma solugdo de DMSA em
uma razdo molar DMSA/Fe de 10%. No caso do FMs, o cloreto de sodio foi adicionado
para se alcancar uma concentracdo salina de 0,9%. O pH foi ajustado para 7,2 — 7,4.

Os fluidos foram caracterizados quanto a concentracdo de ferro total (por
absorcdo atdbmica) e quanto ao didmetro médio por difracdo de raio-X (difratdmetro de
raio-X Shimadzu XRD 6000) e a partir desses resultados a concentracdo de
nanoparticulas foi estimada. O valor médio do didmetro hidrodindmico e o potencial
zeta das nanoparticulas foram determinados por espalhamento de luz (zetasizer Nano
Malvern)

Para a escolha de qual fluido seria utilizado nos experimentos in vitro, pequenas
aliquotas dos fluidos FMa e FMs foram conjugadas com anticorpo e avaliadas quanto a

sedimentacdo e agregacdo das nanoparticulas apds o processo da conjugacao.

2.2. Conjugacdo do anticorpo anti-antigeno carcinoembrionario as

nanoparticulas

A conjugacdo do anticorpo policlonal de coelho anti-antigeno
carcinoembrionéario (anti-CEA) (Diagnostic BioSystems - DBS) as nanoparticulas do
FMa e do FMs foi realizada de acordo com o método da ligagdo de EDC/NHS (Figura
2). EDC (1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl] carbodiimide hydrochloride) é uma
carbodiimida que facilita a conjugacéo direta de grupos carboxil (presentes no DMSA)
em grupos aminas (presentes no anticorpo). O EDC reage com o grupo carboxil do
DMSA, formando um intermediario (O-acilisoureia) que € facilmente removido por um
ataque nucleofilico das aminas primérias do anticorpo. A amina primaria forma uma
ligacdo amida com o carboxil e o subproduto de EDC ¢é liberado em forma de um
derivado soltvel de uréia. Essa conjugacgdo é mais eficiente em pH 4,5. J& o NHS (N-
hydroxysuccinimide) é adicionado para aumentar a eficiéncia da conjugacao e permitir
que ela ocorra em pH fisioldgico. O EDC favorece a liga¢do dos grupos carboxil com o
NHS, formando um éster de NHS que é mais estavel que o O-acilisoureia, permitindo
uma conjugacao mais eficiente e uma ligacdo amida estavel (Thermo Scientific — Pierce
Protein, 2010).
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Figura 2. Reacdo gquimica entre os grupos carboxil e amina mediada por
EDC e NHS. O EDC reage com o grupo carboxil da molécula 1 e forma
um intermediario (O-acilisoureia) que pode reagir com a amina da
molécula 2, resultando em uma ligacdo amida estavel (A). Entretanto
esse intermediario também é suscetivel a hidrélise, o que o torna instavel
na solugdo aquosa utilizada para a conjugacao do anticorpo e resulta na
regeneracdo do grupo carboxil (B). A adicdo de NHS estabiliza o
intermedidrio capaz de reagir com a amina, aumentando a eficiéncia do
EDC em mediar a ligacdo quimica entre grupos carboxil e amina (C).
Adaptado de Thermo Scientific — Pierce Protein, 2010.

O protocolo utilizado foi o descrito por Acharya et al. (2009), com algumas
modificagfes: 1,5 mL de EDC (1 mg/mL em PBS) e 1,5 mL de NHS (1 mg/mL em
PBS) foram adicionados a 30 mL de PBS contendo um volume de fluido
correspondente a 60 mg de NPMs dos fluidos FMa ou FMs. As misturas foram colocada
sob agitacdo por 4 h a temperatura ambiente e em seguida submetidas a uma série de
trés centrifugacdes a 20000 rpm por 40 min, a temperatura ambiente (Hitachi, modelo
CR22G/CR21G) para a remocao do excesso de EDC e NHS. Os sedimentos resultantes
foram dispersos em 2 mL de PBS e aliquotas de 500 pL de cada suspensdo
(denominadas FMaEN e FMsEN) foram reservadas para testes posteriores. Aos 1,5 mL
restantes, o anticorpo anti-CEA foi adicionado em uma concentracdo final de 200
pg/mL. As suspensdes foram novamente mantidas sob agitacdo por 2 h a temperatura
ambiente e em seguida incubadas a 4 °C até o dia seguinte. O excesso de anticorpo nédo
ligado as nanoparticulas foi removido por uma série de trés centrifugaces a 20000 rpm
por 40 min (Hitachi, modelo CR22G/CR21G). Os sobrenadantes resultantes das
centrifugacdes foram guardados para testes posteriores. As nanoparticulas conjugadas
ao anti-CEA foram dispersas em 1 mL de PBS e os fluidos resultantes foram
denominados de FMaCEA ou FMsCEA.
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2.3. Comparacdo entre fluidos FMaCEA e FMsCEA

Os fluidos recém-conjugados ao anti-CEA foram avaliados quanto & agregacao
de suas nanoparticulas por meio de microscopia eletronica de transmissdao (MET).
Diferentes diluicbes de FMa, FMaCEA, FMs e FMsCEA foram colocadas em telas de
microscopia recobertas com formvar e examinadas utilizando-se um microscopio

eletronico de transmissdo Jeol 1011 (Jeol, Tokyo, Japéo).

2.4. Avaliacdo da citotoxicidade do fluido magnético FMs sobre as células de
cancer colorretal humano LS174T e HCT116

O fluido FMs, escolhido para a realiza¢do dos experimentos in vitro, foi avaliado
quanto a sua citotoxicidade, por meio do ensaio de MTT (3 (4,5 dimethylthiazol-2-yl)-
2,5- diphenyltetrazolium bromide), realizado em triplicata.

Para a realizagdo do MTT, as células LS174T e HCT116 foram sedimentadas em
placas de 96 pocos e, no dia seguinte, foram cultivadas por 5, 12, 24 ou 48 h em 200 pL
de uma mistura de 150 pL de meio de cultura e 50 puL de PBS contendo o fluido FMs

em diferentes concentracgdes de ferro, conforme Tabela 2.

Tabela 2. Tratamentos com FMs adicionados a 150pL de meio de cultura para a avaliagdo da
citotoxicidade do fluido FMs sobre as células LS174T e HCT116.

Concentracdo de Ferro Diluicdo do FMs em Volume do FMs Volume de PBS
(ug/mL de meio de cultura) ~ PBS a ser utilizada diluido (pL) (uL)
0,1 1:1000 1,2 48,8
1 1:1000 11,2 38,2
5 1:100 5,9 44,1
10 1:100 11,8 38,2
30 1:100 353 14,7
60 1:10 7,1 42,9
80 1:10 9,4 40,6
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O controle negativo consistiu de células cultivadas, pelos mesmos periodos, com
a mistura contendo 50 pL de PBS sem FMs e os positivos, de 50 pL de PBS contendo
duas concentragdes de perdxido de hidrogénio (0,1 e 0,5 mM finais no volume total de
200 pL). A concentracdo inicial de células sedimentadas foi de 2 x 10* células/poco
para os tratamentos de 5 e 12 h e de 10* células/poco para os tratamentos de 24 e 48 h.

Ap0s o tempo de tratamento, as células foram incubadas com MTT (Sigma), em
concentracdo de 5 mg/mL em PBS, a 37 °C em atmosfera de 5% de CO, e 80% de
umidade e protegidas da luz. Apos 2,5 h de incubacdo com MTT, o meio de cultura foi
retirado, os cristais de formazan formados em cada poco foram dissolvidos em 200 uL
de DMSO e a absorbancia a 595 nm foi lida utilizando-se o equipamento SpectraMax
M2, Molecular Device, EUA.

2.5. Obtencao de um volume maior de FMsCEA

Ap0s ter sido determinado que o fluido FMs seria utilizado para 0s experimentos
posteriores, era necessario se obter um volume maior do fluido conjugado FMsCEA.
Para isso, 0 mesmo protocolo de conjugacéo descrito no item 2.2 do capitulo Material e

Métodos foi realizado, porém em uma maior escala.

2.6. Caracterizacao do fluido magnético FMsCEA

2.6.1. Determinacao da concentracao de ferro

A concentracdo de ferro do FMsCEA foi determinada utilizando-se um reagente
do kit Labtest, o Ferrozine. Foram feitas algumas modificacbes no protocolo proposto
pelo fabricante, com base em Sarradin et al. (2005) e Midller et al. (2007). O fluido
FMsCEA foi diluido em agua nanopura (1:1000) e a essa diluicdo foram adicionados
100 pL de HCI 1,2 N. A suspensédo foi incubada a 80 °C por 1 h . Apds o periodo de
incubacéo, adicionaram-se a suspensdo, 500 pL de solugdo aquosa de acetato de aménio
a 15% e, em seguida, 100 pL de cada uma das soluc¢des aquosas de &cido ascorbico a
4%, dodecil sulfato de sédio (SDS) a 2,5%, e ferrozine (diluido em &gua na proporgao
1:10). A mistura foi entdo incubada a 37 °C por 10 min e a absorbancia foi lida a 560
nm (SpectraMax M2, Molecular Device, EUA). Todas as solucGes foram feitas em agua

nanopura. A concentragdo de ferro do FMsSCEA foi entdo calculada por meio da
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comparagdo com uma curva de calibracao realizada com a amostra FMs. Para a curva
de calibracdo, foi feita uma dilui¢do seriada do FMs em agua nanopura, o que resultou
em 11 diferentes concentragOes de ferro conhecidas, variando de 0,038 a 39,2 pg/mL,
conforme descrito na Tabela 3. As diferentes diluicdes de FMs foram submetidas a este

mesmo protocolo.

Tabela 3. Concentracdes de ferro nas diluicdes de FMs utilizadas como padrdes na curva de
calibragdo do método do Ferrozine.

Padrdes Concentracdo de Ferro (ug/mL)
1 39,2
2 19,6
3 9,8

4 4,9

5 2,45
6 1,225
7 0,612
8 0,306
9 0,153
10 0,076
11 0,038

2.6.2. Determinacdo do diametro hidrodinamico e do potencial zeta

das nanoparticulas do FMsCEA

O FMsCEA também foi caracterizado quanto ao diametro hidrodindmico e ao
potencial zeta das suas nanoparticulas por meio do espalhamento de luz dinamico.
Diferentes diluicdes de FMa, FMaCEA, FMs e FMsCEA foram colocadas em uma
cubeta apropriada para a leitura em equipamento zetasizer Nano Malvern. As medidas

de diametro hidrodinamico para cada amostra foram realizadas em triplicata.
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2.6.3. Espectroscopia Raman

O efeito Raman baseia-se no espalhamento inelastico de uma radiacdo
monocromatica que incide sobre determinada molécula, ou seja, quando um material é
submetido a um feixe de ondas eletromagnéticas (laser), parte da radiacdo da onda
espalhada pelo material possui frequéncia distinta desse laser. Isso fornece informacdes
sobre o0s niveis de energia vibracional da espécie em estudo e resulta em um espectro
caracteristico de cada material (uma espécie de assinatura), permitindo que sejam
obtidos dados sobre a estrutura quimica e fisica de uma substancia. No entanto, precisa-
se de grandes concentragdes de amostra para a observagdo do espectro, uma vez que a
maior parte de luz espalhada é elastica (de 108 f6tons espalhados apenas 1 é inelastico).

Devido a pequena concentracdo dos materiais a serem identificados (como a
presenca do anticorpo no fluido ap6s conjugacdo), fez-se necessaria a utilizacdo da
técnica SERS — Surface Enhanced Raman Spectroscopy - que consiste na intensificacao
do espalhamento Raman das moléculas que estdo adsorvidas em metais nobres, no caso
deste estudo, a prata coloidal.

Para a técnica SERS, os filmes de prata utilizados como substrato foram
preparados pelo método eletrolitico, utilizando-se uma solugdo de nitrato de prata
(AgNOs3 a 0,1 mg/mL) como eletrolito. Sobre o filme de prata, foram colocados 20 pL
de dilui¢bes de cada um dos fluidos FMs, FMsSEN e FMsSCEA (1:1 em &gua destilada),
que foram secos em nitrogénio. Os espectros de SERS foram entdo imediatamente
gravados.

As amostram foram excitadas por um laser de ion de argbnio a 514,5 nm e uma
lente cilindrica foi usada para focar o laser na superficie contendo as amostras, com uma
forca de 0,1 W/cm? A luz espalhada foi coletada e analisada utilizando-se um
espectrometro triplo (Jobin Yvon Modelo T64000), equipado com um dispositivo
detector CCD.

2.7. Avaliacdo do potencial da utilizacdo dos fluidos em diagndéstico por

Imagem

Para se avaliar se as amostras conjugadas poderiam ser utilizadas para
diagnostico por tomografia, os fluidos foram aliquotados em microtubos e estes foram

imersos em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) presentes em um tubo Falcon
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de 50mL. Os tubos Falcons contendo os microtubos com os fluidos foram colocados em
um microtomégrafo (microCT 1076 — SkyScan) para a verificacdo do contraste desses
fluidos.

2.8. Avaliacdo da capacidade de ligacdo e da especificidade de FMsCEA

2.8.1. ELISA

O FMSsCEA foi avaliado quanto a capacidade de ligacdo ao seu antigeno alvo
CEA. Para isso, as células LS174T foram avaliadas por ELISA, de acordo com o
protocolo descrito no item 1.5 do capitulo Material e Métodos.

Além do anti-CEA, que constituiu o controle positivo, o fluido FMsCEA
também foi utilizado como anticorpo primario, em substituicdo ao anti-CEA, para a
avaliacdo de sua capacidade de ligacdo. Para os controles negativos, o fluido sem
anticorpo FMs, os sobrenadantes reservados no processo da conjugacéo (item 2.3) e
PBS também foram analisados como anticorpo primario. O experimento foi realizado
em triplicata.

O FMsCEA também foi avaliado quanto a sua especificidade. Para isso, 0
protocolo de ELISA foi repetido para a comparacdo entre as linhagens LS174T e
HCT116.

2.8.2. Coloracao de Perls

A capacidade de ligacdo e a especificidade do FMsCEA também foram
avaliadas por microscopia de luz com a coloracdo de Perls. Para isso, as linhagens
LS174-T e HCT-116 foram cultivadas a partir de um repique inicial de 10° células por
poco de uma placa de 24 pocos, que continha laminulas de microscopia previamente
colocadas em cada poco. Apos 24 horas, as células, que cresceram aderidas as
laminulas, foram cultivadas na presenca de FMs ou FMsSCEA em quantidades
correspondentes a uma concentragdo de ferro no meio de cultura de 30 pg/mL. Apos 5
horas de tratamento com os fluidos, as células foram submetidas a coloragdo de Perls
(coloracdo especifica para ferro), segundo protocolo descrito por Villanueva et al.
(2009), com adaptacdes, conforme descrito a seguir. As células foram fixadas por 5 min

em metanol gelado, lavadas com PBS e coradas com a coloracdo de Perls (&cido
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cloridrico a 2% e ferrocianeto de potéassio tri-hidratado a 2%, na proporcdo v/v de 1:1).
Apo6s 15 min de coloragédo, as celulas foram lavadas em PBS e contra-coradas com
vermelho rapido nuclear 0,5% por 3 min. As células foram entdo lavadas com &gua
destilada e as laminulas, depois de secas em temperatura ambiente, foram montadas em
laminas de microscopia com a solucdo de Kisser (mistura na proporcéo de 1:1 (v/v) de
glicerol e 2,5 % de gelatina em agua destilada). Os experimentos foram realizados em

duplicata.

2.9. Interiorizacdo das nanoparticulas pelas células-alvo

Com o objetivo de se avaliar se o anticorpo anti-CEA conjugado as
nanoparticulas aumentaria sua interiorizacdo pelas células com alta expressao de CEA,
0 processamento de microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) de rotina foi
realizado com as células LS174T e HCT116 previamente cultivadas por 5 horas com
FMs ou FMsCEA em quantidades correspondentes a concentracdo de ferro de 60
pg/mL no meio de cultura. Para a MET, as células tratadas foram centrifugadas por 2
min a 1000 g apds digestdo com tripsina na placa de cultura. Os sedimentos de células
formados foram fixados em Karnovsky modificado (2% de paraforamldeido e 2,5 % de
glutaraldeido em tampdo cacodilato de sodio a 0,1 M, pH 7,2) por 2 h a temperatura
ambiente. Os sedimentos com as células foram entdo pds-fixados em uma solugédo
contendo 1% de tetréxido de 6smio e 0,8% de ferrocianeto de potassio em 5 mM de
cloreto de célcio e contrastados in bloc com acetato de uranila. Em seguida, eles foram
desidratados em solugfes de acetona em concentragcOes crescentes e embebidos em
resina Spurr.

Cortes semi-finos (3 um) foram corados com azul de toluidina e examinados em
microscopio de luz para a localizacéo das células com ndcleos visiveis.

Cortes ultra-finos (70 nm) foram examinados em microscopio eletrénico de
transmissdo Jeol 1011 (Jeol, Téquio, Japao).

Para a avaliacdo da interiorizacdo das nanoparticulas, foram analisadas, na
mesma area da tela, 50 células de cada tratamento, que foram contadas e classificadas
quanto a localizacdo de nanoparticulas, dentro ou fora das células, de acordo com a

Figura 3.
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Figura 3. Padrdo de classificacdo adotado para a localizagdo de nanoparticulas: (a) dentro ou
(b) fora das células. (Nu) nlcleo. Setas indicam as nanoparticulas

2.10. Avaliacdo dos efeitos de FMs e FMsCEA sobre a morfologia celular

As mesmas células utilizadas para a avaliagdo da interiorizacdo das

nanoparticulas (item 2.9) foram também avaliadas quanto a morfologia celular.

2.11. Anélise Estatistica

Para a comparacdo entre o numero de células de cada grupo que internalizaram
NPM (item 2.9), foi realizado o teste do qui-quadrado. O nivel de significancia adotado
foi de 5%. Para os demais experimentos que necessitaram de analise estatistica, 0s
dados obtidos foram avaliados pelo programa GraphPad Prism 5.0 (Sigma Stat; Prism
5.0; GraphPad Software Inc., San Diego, CA) por meio do teste de analise de variancia
two-way. Quando diferencas significativas foram encontradas (o nivel de significancia
adotado foi de 5%), a analise foi complementada pelo método de Bonferroni. Os dados
foram representados com média + desvio padréo.
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3. MODELO DE CANCER DE INTESTINO — ESTUDO IN VIVO

Para o desenvolvimento desse trabalho, utilizou-se como modelo de cancer de
intestino humano o tumor induzido em camundongos nude pelas células LS174T. Estas
foram gentilmente cedidas pelo Dr Jean-Christophe Saurin, Hopital Edouard Herriot,
Lyon, Franga, e mantidas nas mesmas condi¢fes descritas no item 1.1 do capitulo
Material e Métodos.

3.1. Animais

Os animais utilizados nesse estudo foram camundongos Balb-c nude femeas
(Figura 4), com idade entre 4 e 8 semanas, com peso entre 20 e 25 g, fornecidos pelo
laboratorio Charles River, Franca. Os animais foram mantidos nos biotérios Animalerie
Commune Rockefeller e Module Radioelements HEH da Université Claude Bernard
Lyon I, Franga, em condigOes de temperatura, higiene e iluminagéo controladas e com o
fornecimento de &gua e racdo ad libitum. Todos os experimentos realizados foram
aprovados pelo Comité d’Experimentation Animale de [’Université Claude Bernard

Lyon I, Franca.

o -.. , :;\*.._‘" ”.,, ‘-
Figura 4. Camundongos Balb-c nude fémeas

3.2. Inducdo do tumor CEA positivo nos animais

Células LS174T foram utilizadas para a inducdo do tumor CEA positivo nos

animais. Para isso, 0s mesmos receberam anestesia gasosa isoflurano/oxigénio

41



Material e Métodos

(2,5%/2,5%) e 10" células em 100 pL de PBS foram inoculadas subcutaneamente no
flanco direito de cada um dos animais. Apds 2 semanas, 0s animais ja apresentavam um
tumor visivel com volume variando entre 4 e 8 mm® e foram submetidos aos

experimentos de imagem.

3.3. Fluidos Magnéticos

O fluido magnético (FM) utilizado no estudo in vivo foi sintetizado no Instituto
de Quimica da Universidade de Goiania por Fernando Cruvinel Damasceno e também
consistiu de nanoparticulas de maghemita cobertas com DMSA, dispersas em agua. O
FM foi sintetizado e caracterizado conforme descrito no item 2.1 do capitulo Material e
Métodos.

Para a realizacdo dos experimentos in vivo, as nanoparticulas do FM também
foram conjugadas ao anticorpo anti-CEA, de acordo com o protocolo do item 2.2 do
capitulo Material e Métodos, resultando em um fluido denominado FMCEA.

O FMCEA foi avaliado quanto a sua concentracdo de ferro por meio do método
colorimétrico do ferrozine, conforme descrito no item 2.6.1 do capitulo Material e
Meétodos.

3.4. Avaliacdo da biodistribuicdo dos fluidos FM e FMCEA

Com o objetivo de se avaliar a biodistribuicdo dos fluidos FM e FMCEA, foram
realizados experimentos de imagem por tomografia computadorizada por emissdo de
féton Gnico (SPECT) nos animais que receberam um dos dois fluidos por via

intraperitoneal (ip) ou intravenosa (iv).

3.4.1. Marcacdo radioativa dos fluidos

Para as imagens de SPECT, foi realizada a marcagéo radioativa dos fluidos FM e
FMCEA com tecnécio 99 (99mTc04), por meio da mistura dos fluidos (500 a 1000 pL)
com cloreto estanoso e 99mTc04.

Em uma avaliagéo prévia da marcagéo, foram testadas diferentes quantidades de
cloreto estanoso (10, 100 e 1000 ug) para a escolha da quantidade adequada que

propiciasse a marcacao de todas as nanoparticulas dos fluidos, sem, no entanto, ocorrer
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a reducdo do 99mTc04. A marcacdo das nanoparticulas e a reducdo do 99mTc04 foi
avaliada por cromatografia.

Para os experimentos, um volume de 500 a 1000 pL de FM ou FMCEA foi
misturado com 10 g de cloreto estanoso e em seguida com 99mTc04 em quantidades
correspondentes a uma atividade variando entre 100 e 500 MBq e a suspensdo foi
incubada a temperatura ambiente por 30 min para a complexacdo do 99mTc04. Foi
preparada uma seringa com FM ou FMCEA marcados para cada animal portador de
tumor que receberia a injecdo. Cada seringa contendo um dos fluidos marcados foi
preparada com a atividade variando entre 27 e 39 MBq para 0 FM e entre 16 e 28 MBq
para 0 FMCEA e tiveram o volume completado para 100 puL com solucdo fisiol6gica de
cloreto de sodio.

3.4.2. Tratamento dos animais

Foram utilizados 12 animais, divididos em 4 grupos, que receberam FM ou

FMCEA via ip ou iv, conforme descrito na Tabela 4.

Tabela 4. Grupos experimentais de camundongos submetidos a SPECT.

Grupo Animais Tratamento Via do tratamento
1 3 FM iv
2 3 FM ip
3 3 FMCEA iv
4 3 FMCEA ip

Para as injecOes iv, 0s animais foram previamente anestesiados em camara de
gas (4% de isoflurano em uma mistura oxigénio/nitrogénio (25%/75%)) e transferidos
para uma placa aquecedora conectada a um equipamento de anestesia. No momento da
injecdo iv, os animais permaneceram sob influéncia de anestesia gasosa (2% de

isoflurano em uma mistura oxigénio/nitrogénio (25%/75%)), como ilustra a Figura 5.
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Figura 5. Injecdo IV (veia caudal) do fluido magnético em
animal anestesiado (2% de isoflurano em uma mistura
oxigénio/nitrogénio (25%/75%)).

As injecdes foram administradas aos animais com intervalo de 30 min entre cada
um deles. No momento da injecdo de cada animal, foram registradas a hora e a atividade
da seringa para célculo de atividade injetada. Este calculo foi realizado levando-se em
consideracdo a meia-vida do tecnécio, que é de 6 h e os horérios e as datas de trés
procedimentos: (i) da medicdo da atividade das seringas com fluido radioativo no
momento de seu preparo; (ii) da injecdo nos animais; (iii) da medicdo da atividade da

seringa vazia, ap0s 0s experimentos.
3.4.3. Aquisicdo e andlise das imagens cintilograficas da SPECT

As imagens de tomografia computadorizada por emissdo de foéton Unico (do
inglés SPECT) foram adquiridas entre 1 min e 30 h apds a injecdo com os fluidos,
utilizando-se o equipamento Nano-SPECT/CT system para pequenos animais (Bioscan,
Washington, DC, EUA) (Figura 6), conectado a um sistema de anestesia gasosa
isoflurano/oxigénio (2,5%/2,5%) (Figura 6b).

Os animais foram previamente anestesiados em camara de gas, colocados em
cama com temperatura controlada (Minerve, Esternay, France) e mantidos sob anestesia
durante a aquisicdo das imagens, realizadas em posicdo pronada (Figura 6c). Para cada
animal, foram adquiridas 20 projecdes, com 20000 cps por projecéo.

Todas as imagens foram reconstruidas e analisadas utilizando-se o programa
InVivo-Scope (Bioscan, Washington, DC, EUA).
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NanoSPECT/CT

Figura 6. Equipamento NanoSPECT/CT utilizado para aquisi¢do das imagens de tomografia
computadorizada por emissdo de féton Unico. (a) visdo geral do equipamento; (b) equipamento
conectado a um sistema de anestesia gasosa; (c) camundongo em posi¢cdo pronada em cama
aquecida e mantido sob anestesia para a aquisi¢do das imagens.

3.4.4. Contagem radioativa dos 6rgéos

Ap0s as ultimas imagens adquiridas 24 h depois das injecdes, os animais foram
sacrificados e o tumor e os seguintes Orgdos foram coletados: figado, baco, rins,
coragdo, pulmédo e cérebro, além da cauda, pedacos de musculo e 0sso, e da carcaca
restante, contendo todos os demais 6rgdos, como o0s do sistema digestorio. Estes foram
pesados e submetidos a um contador de radiagdo gama (Wizard gamma counter, Perkin-
Elmer, EUA) para avaliacdo da biodistribui¢éo dos fluidos.

Os dados obtidos foram expressos como porcentagem de atividade restante nos
animais apds 24h por 6rgdo e porcentagem de atividade restante nos animais apés 24h
por grama de 6rgdo. Para os animais que receberam injecdo intravenosa dos fluidos, a
radioatividade da cauda foi desconsiderada no célculo da porcentagem, pois poderia
representar um erro no procedimento da injecéo.
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3.4.5. Analise Estatistica

Para a comparacdo da quantidade de radioatividade injetada entre os grupos, foi
utilizado o teste t de Student, uma vez que os dados possuiam distribuicdo normal. O
nivel de significancia adotado foi de 5%.

Para a comparagdo das porcentagens de radioatividade total e por grama entre
dois tratamentos (FM x FMCEA ou iv X ip) e entre o tumor e o masculo, foi realizada a
analise de variancia one-way. Quando diferencas significativas foram encontradas (o
nivel de significancia adotado foi de 5%), a analise foi complementada pelo método de
Dunnet. Os dados foram representados como média + erro padréo.

As razdes de porcentagens de radioatividade por grama de tumor/masculo e o
peso dos tumores e 6rgdos foram comparadas entre os grupos FM e FMCEA em termos
de intervalo de confianga a 95% da média das razdes em cada grupo.

Para todas as analises, foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.0 (Sigma Stat;
Prism 5.0; GraphPad Software Inc., San Diego, CA).

3.5. Ressonancia Magnética (RM)

Experimentos de ressonancia magnética (RM) também foram realizados com o
objetivo de se verificar a eficiéncia dos fluidos FM e FMCEA em diagndstico por

imagem.

3.5.1. Tratamento dos animais

Foram utilizados 8 animais, divididos em 3 grupos, que receberam FM ou
FMCEA administrados via iv ou intratumoral (it). Os grupos e as quantidades de
animais por grupo estéo descritos na Tabela 5.

Todos os animais receberam os fluidos em uma gquantidade correspondente a 500
pg de Fe e foram submetidos a RM antes e depois da administracdo do tratamento para
a comparacdo do sinal no tumor. O animal do grupo 1 foi submetido a RM
imediatamente apos a administracdo do FM via IT e constituiu o controle positivo. Os
animais dos grupos 2 e 3 foram submetidos a RM 5 h ap0s o recebimento da injecéo iv

com os fluidos.
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Tabela 5. Grupos experimentais de camundongos submetidos a ressonancia magnética.

Grupo Animais Tratamento Via do tratamento
1 1 FM it
2 3 FM iv
3 4 FMCEA iv

3.5.2. Aquisicdo e andlise das imagens de RM

Para a aquisicdo das imagens, foi utilizado o 7 T Bruker imaging system
(Biospec; Briker, Alemanha) equipado com um gradiente de 400mT/m. Os animais
receberam previamente anestesia gasosa de 3 a 4% de isoflurano e esta era mantida
durante todo o procedimento de aquisicdo a 2% de isoflurano em uma mistura
oxigénio/nitrogénio (25%/75%) (Figura 7). As imagens foram adquiridas apenas na
regido referente a localizacdo do tumor.

As imagens foram analisadas com o programa Image J Launcher para a medigéo
do sinal no tumor. As imagens do tumor do mesmo animal de antes e depois da injecéo
do fluido foram comparadas quanto a intensidade do sinal. Para isso, primeiramente,
para cada corte do tumor cuja imagem fora adquirida antes da administracdo do fluido,
obtiveram-se a média e o desvio padréo sinal do tumor e a média e o desvio padrdo do
background (regido de fundo sem animal). O sinal do tumor foi normalizado em relagéo
ao background por meio da razdo entre a média do sinal do tumor e o desvio padrédo do
background. Em seguida, o mesmo corte foi analisado para a imagem adquirida apos a
injecdo do fluido e o sinal do tumor foi normalizado da mesma maneira. Para a
comparacao entre as imagens, foi calculada a porcentagem de diminui¢do do sinal apds
a injecdo do fluido (o ferro diminui o sinal), por meio da seguinte equacao:

STN depois — STN antes
DS (%) = TN x 100 , onde
antes

DS = dimuigéo do sinal
STN depois = sinal do tumor na imagem adquirida depois da administragédo do fluido

normalizado em relagéo ao background
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STN antes = sinal do tumor na imagem adquirida depois da administracdo do fluido
normalizado em relacdo ao background

Para cada animal, foram analisados 3 cortes diferentes, sendo que cada corte foi
analisado 2 vezes (antes e depois do tratamento). Para cada um dos 3 cortes obteve-se a
porcentagem de diminuicdo do tumor, a partir das quais foi calculada a média da

porcentagem de diminui¢do do sinal no tumor para um animal.

Figura 7. Procedimento para aquisicdo das imagens de RM. (a) O animal é
posicionado na cama aquecida do equipamento e recebe a anestesia gasosa
durante todo o procedimento; (b) o animal é colocado, ainda com a anestesia,
dentro de um tubo de protecdo; (c) a cama com o animal sob a influéncia de
anestesia é colocada no interior do equipamento de RM.

3.5.3. Analise Estatistica

Para a comparacdo entre os sinais de RM antes e ap6s a injecdo dos fluidos, foi
utilizado o programa SPSS versdo 15 para a anélise de normalidade, por meio do o teste
de shapiro-wilk. Os dados que apresentaram distribuicdo normal foram submetidos a
analise de variancia one-way e os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal
foram submetidos ao teste de kruskal-wallis. O nivel de significancia adotado foi de 5%

e os resultados foram expressos como média * erro padrao.
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4. MODELO DE CANCER DE MAMA MURINO - ESTUDO IN VITRO
Para esses estudos, utilizou-se como modelo a linhagem de carcinoma mamario
murino 4T1 que foram mantidas e propagadas de acordo com o protocolo descrito no

item 1.2 do capitulo Material e Métodos.

4.1. Fluido Magnético

O fluido magnético utilizado nos experimentos in vitro com as células 4T1 foi o
FMCEA (o mesmo utilizado para 0s experimentos in vivo com o modelo de cancer de
intestino humano). Sua sintese e caracterizacdo esta descrita no item 3.1 do capitulo

Material e Métodos.

4.2. Avaliacdo da citotoxicidade do fluido magnético FMCEA sobre as

células de cancer de mama murino 4T1

A citotoxidade do fluido FMCEA foi avaliada por meio do ensaio de MTT. As
concentracgdes de fluido testadas e o protocolo do ensaio foram praticamente 0s mesmos
utilizados para as células LS175T e HCT116, descritos no item 2.5 do capitulo Material
e Métodos. As Unicas diferencas foram a quantidade inicial de células utilizadas nesse
estudo, que foi de 5x10° células/poco, e os tempos de tratamento, que foram de 5, 24 e
48h.

5. MODELO DE CANCER DE MAMA MURINO - ESTUDO IN VIVO

Para o desenvolvimento desse trabalho, utilizou-se como modelo de cancer de
mama murino o tumor induzido em camundongos Balb-c pelas células 4T1. Estas foram

mantidas nas mesmas condicdes descritas no item 1.2 do capitulo Material e Métodos.

5.1. Animais

Os animais utilizados nesse estudo foram camundongos balb-c fémeas (Figura
8), com idade entre 8 e 16 semanas, adquiridos no Centro Multidisciplinar para

Investigagdo Bioldgica (CEMIB), Universidade de Campinas. Os animais foram
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mantidos no biotério do Departamento de Genética e Morfologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia, em condic¢Ges de temperatura, higiene
e iluminagdo controladas e com o fornecimento de &gua e racdo ad libitum. Todos os
procedimentos realizados nesse estudo estdo de acordo com o Comité de Etica no Uso
Animal do Instituto de Ciéncias Bioldgicas/Universidade de Brasilia (CEUA/63).

Figura 8. Camundongos Balb-c fémeas

5.2. Inducdo do tumor de mama nos animais

Células 4T1 foram utilizadas para a inducdo do tumor nos animais. Para isso,
0s animais receberam anestesia (cetamina/xilasina) via intraperitoneal e 2x10* células
em 50 pL de meio DMEM sem soro fetal bovino foram inoculadas na mama superior
esquerda dos animais. Apds 21 dias, 0s animais ja apresentavam um tumor visivel com
volume variando entre 4 e 10 mm?® e foram submetidos aos estudos de biodistribuicdo
dos fluidos magnéticos FM e FMCEA.

5.3. Fluidos Magnéticos

Os fluidos magnéticos utilizados nos experimentos in vivo com as células 4T1
foram 0 FM e o FMCEA (os mesmos utilizados para 0s experimentos in vivo com 0
modelo de cancer de intestino humano e para os experimentos in vitro com as células
4T1). A sintese e caracterizacdo dos mesmos estdo descritas no item 3.1 do capitulo

Material e Métodos.
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5.4. Avaliacdo da presenca dos fluidos FM e FMCEA no tumor

A avaliagéo da presenca dos fluidos FM e FMCEA no tumor foi realizada por
meio de analise histologica dos tumores coletados em diferentes tempos (1, 5, 15 e 24h)
apos a administracdo ip de um dos fluidos. Tanto o0 FM como o FMCEA foram

injetados em quantidade correspondentes a 400 pg de ferro por animal.

5.4.1. Grupos experimentais

Para os estudos de biodistribuicdo dos fluidos FM e FMCEA, foram utilizados
72 animais portadores de tumor de mama que foram divididos em 9 grupos, conforme
Tabela 6.

Os animais do grupo 1, que ndo receberam tratamento, constituiram o controle
negativo. Os animais dos demais grupos receberam fluido magnético (FM ou FMCEA)

via intraperitoneal em um volume correspondente a 385 pg por cada animal.

Tabela 6. Grupos experimentais de camundongos utilizados para o estudo de biodistribui¢do dos
fluidos FM e FMCEA.

Grupo Animais Tratamento Tempo de tratamento (h)
1 8

2 8 FM 1

3 8 FM 4

4 8 FM 15

5 8 FM 24

6 8 FMCEA 1

7 8 FMCEA 4

8 8 FMCEA 15

9 8 FMCEA 24
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5.4.2. Preparacao dos tumores para analise histologica

Apo6s o tempo de tratamento adequado, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e os tumores foram coletados. Imediatamente ap0s a coleta, 0s
tumores foram imersos em fixador de Davidson recém-preparado (1 mL de &cido
acético adicionado a 9 mL da solucéo estoque composta de 40 mL de glicerina, 80 mL
de formol 40%, 120 mL de etanol 95% e 120 mL de &gua destilada). Apo6s 24 h, os
tumores foram desidratados em solugdes com concentracfes crescentes de etanol (de 70
a 100%), diafanizadas em xileno e incluidos em parafina. Foram feitos cortes semi-
seriados de 5 pum e para cada animal foram montadas trés laminas com trés ou quatro
cortes.

Para a avaliacdo da presenca de fluido magnético, os tumores foram corados
com a solucdo de Perls (acido cloridrico a 2% e ferrocianeto de potassio tri-hidratado a
2%, na propor¢do v/v de 1:1) e contra-corados com vermelho rapido nuclear. A
coloracdo de Perls é utilizada para a marcacdo de ferro. Os cortes foram analisados e
fotografos em microscopio de luz (Zeiss Axioskop 2). A andlise permitiu a identificacdo
da intensidade da coloracdo azul no tumor, que indica a quantidade de ferro marcado
pela coloracdo de Perls, e a quantidade de ferro nos tumores foi classificada como (-),
(+), (++), (+++) e (++++). A partir dessa classificagéo, foi calculada, para cada grupo, a
frequéncia de cortes que possuiam ferro no tumor em qualquer grau (de + a ++++) e a
quantidade de ferro em cada animal atribuindo-se pesos diferentes para cada

classificagdo, de acordo com a seguinte equagao:

Intensidade de ferro (u.a.) = 1a + 2b +3c + 4c

%/100

Onde

u.a. = unidades arbitrarias

a = namero de cortes classificados como (+)

b = nimero de cortes classificados como (++)

€ = namero de cortes classificados como (+++)
d = nimero de cortes classificados como (++++)

S = numero de cortes analisados, incluindo as que foram classificados como (-).
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Para cada grupo, foi entdo calculada quantidade média de ferro e, em seguida, a
porcentagem dessa intensidade considerando, como 100%, a quantidade de 400 - todos

os cortes analisados classificados como (++++).

5.4.3. Analise Estatistica

Para a comparacgdo entre a quantidade de ferro encontrada nos tumores dos
grupos tratados com FM e com FMCEA, foi utilizado o programa SPSS versdo 15 para
a andlise de normalidade, por meio do o teste de shapiro-wilk. Os dados que
apresentaram distribuicdo normal foram submetidos a analise de variancia one-way e 0s
dados que nédo apresentaram distribuicdo normal foram submetidos ao teste de kruskal-
wallis. O nivel de significancia adotado foi de 5% e os resultados foram expressos como

média % erro padréo.
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Resultados

1. ESTABELECIMENTO DO MODELO DE ESTUDO

Foram testadas varias combinacBes de células e tumores com anticorpos e
metodologias diferentes. Entre elas, o antigeno carcinoembrionario (CEA) se destacou
pela possibilidade da utilizacdo de diferentes linhagens celulares, inclusive para controle
dos experimentos.

Trés linhagens de cancer de intestino humano foram avaliadas por ELISA
quanto a expressdo de CEA (Figura 9). As linhagens HT-29 e LS174T mostraram-se

positivas para 0 CEA, enquanto na linhagem HCT116 esse antigeno ndo foi detectado.
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Figura 9. ELISA com diferentes linhagens de céncer colorretal humano.
As células foram avaliadas quanto a expressdo de CEA utilizando-se o
anticorpo primario policlonal de coelho anti-CEA, em duas diferentes
diluicbes. PBS constituiu o controle negativo. * denota diferenca
significativa em relagcdo ao grupo do PBS (controle negativo) da mesma
linhagem (p<0,05).

A expressdo de CEA (e de outros biomarcadores) também foi avaliada em
tumores de mama da linhagem murina 4T1, por meio de imuno-histoquimica. P6de-se
observar que o tumor de mama induzido pela inoculacdo de células 4T1 na mama de
camundongos apresentava uma marcacdo positiva para o CEA e para o receptor de

estrégeno (ER), conforme ilustra a Figura 10.
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Figura 10 Fotomicrografias de tecidos de mama de camundongos submetldos a imuno-
histoquimica com anticorpo (a, b, ¢) anti-CEA ou (d, e, f) anti-ER. (a, d) tecido sem tumor de
mama; (b, €) tecido com tumor de mama submetido a reagdo sem o anticorpo primario; (c, f)
tecido com tumor de mama submetido a reagdo completa. (T) tumor; (TA) tecido adiposo; (GM)
glandula mamaria; (barra) 100 pm

Além do CEA e do ER, o cancer de mama 4T1 também foi positivo para PR.
Quanto ao TSE, néo foi detectada a expressdao de CEA nem de c-erb, quando avaliado
por imuno-histoquimica. Da mesma forma, ndo foi detectada a expressdo de ER nas
células MCF-7 avaliadas por ELISA. Néo foi possivel a padronizagdo dos experimentos
de imunofluorescéncia (dados ndo mostrados).

Diante desses resultados, optou-se pelo anti-CEA para a conjugacdo com as
nanoparticulas magnéticas, pois dessa forma, foram possiveis os estudos in vitro e in
vivo com o0 modelo de cancer de intestino humano com as células LS174T, positivas
para o CEA, sendo que se pdde utilizar a linhagem HCT116 como controle negativo nos
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experimentos in vitro. Além disso, a escolha do anti-CEA permitiu a utilizagdo também
de um modelo de cancer de mama em estudos in vitro e in vivo, com o uso da linhagem
4T1, também positiva para o CEA.

2. MODELO DE CANCER DE INTESTINO — ESTUDO IN VITRO

2.1. Fluidos Magnéticos.

Duas amostras de fluido magnético composto por nanoparticulas de maghemita
(NPM) cobertas com DMSA foram sintetizadas e avaliadas para esse estudo in vitro: o
FMa (NPM dispersas em agua) e o FMs (NPM dispersas em solucdo salina).

As caracteristicas desses fluidos estdo descritas na Tabela 7.

Tabela 7. Caracteristicas dos fluidos magnéticos FMa e FMs.

Fluido Didmetro médio Didmetro hidrodinamico Concentracéo Concentragdo de
magnético das NP (nm) das NP (nm) de ferro (mg/mL)  NPM (NPM/mL)
FMa 10,5 96,8 2,42 1,9 x 107
FMs 8,3 190 17 1,5 x 10"

O FMa e o FMs foram submetidos ao processo de conjugacdo ao anti-CEA,
conforme descrito no item 2.2 do capitulo Material e Métodos e receberam,

respectivamente, a denominagéo de FMaCEA e FMsCEA

2.2. Comparacdo entre fluidos FMaCEA e FMsCEA

Durante o processo de conjugacdo do anti-CEA as NPM dos fluidos, percebeu-
se uma agregacao das NPM. Por isso, decidiu-se avaliar por microscopia eletronica de
transmissdo (MET) essa agregacdo, com o intuito de se escolher o melhor fluido para o
prosseguimento do estudo.

As micrografias eletrénicas estdo ilustradas na Figura 11. As Figuras 11a e 11c
mostram que os fluidos FMa e FMs, respectivamente, possuem NPM com formato

esférico e tamanhos variados.

56



Resultados

Figura 11. Micrografias eletrbnicas em diferentes aumentos de (a) FMa, (b) FMaCEA, (c) FMs e (d)
FMsCEA.
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Apos a conjugacdo do anti-CEA, pode-se observar que houve uma agregacédo
bem maior das nanoparticulas no FMaCEA (Figura 11b) do que no FMsCEA (Figura
11d). Por isso, o fluido FMs foi o escolhido para os estudos in vitro com as linhagens
LS174T e HCTL116.

2.3. Avaliacdo da citotoxicidade do fluido magnético FMs sobre as células de
cancer colorretal humano LS174T e HCT116

Como um passo essencial para a aplicacdo do FMsCEA na terapia e no
diagnéstico do cancer, o seu precursor FMs foi avaliado quanto a sua possivel
citotoxicidade in vitro, por meio de ensaio de MTT com as duas linhagens de cancer
colorretal humano (LS174T e HCT116). Os resultados estdo apresentados na Figura 12.

Os dados representados na Figura 12a mostram que o FMs reduziu a quantidade
de células HCT116 viaveis quando estas foram cultivadas por 5 h em concentragdes de
ferro de 60 a 80 pg/mL. Essa reducdo foi também observada apos a cultura de 12 e 24 h
com o FMs, porém apenas na maior concentracdo de ferro testada, a de 80 pg/mL.
Entretanto, depois de 48 h, a viabilidade celular em todos o0s grupos experimentais nao
diferiu significativamente do controle negativo.

Jé& para a linhagem celular LS174T (Figura 12b), ndo foi observada diminuicao
no numero de células viaveis apds culturas com FMs de até 24 h. No entanto, depois de

48 h, houve uma diminuicdo nas concentracdes de ferro variando entre 30 e 80 pg/mL.
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Figura 12. Avaliacdo da citotoxicidade in vitro de FMs sobre linhagens de
cancer colorretal humano, por meio de ensaio de MTT. Células (a) HCT116
e (b) LS174T foram cultivadas com FMs em diferentes concentracdes de
ferro. Os dados foram normalizados em relacdo ao controle negativo.
Simbolos diferentes representam diferenca significativa (p<0,05) quando
comparado ao controle negativo do tempo de cultura de (*) 5 h, (#) 12 h, (®)

2.4. Caracterizacdo do fluido magnético FMsCEA

2.4.1. Determinacéo da concentragao de ferro

A concentragdo de ferro do fluido FMsCEA foi determinada pelo método
colorimétrico do ferrozine. De acordo com o protocolo descrito no item 2.6.1 do

capitulo Material e Métodos, fez-se necesséria a realizagdo de uma curva padrdo com

59



Resultados

concentracdes conhecidas de FMs. Esta apresentou r’=0,9975 (Figura 13) e pdde ser
utilizada para a comparacdo das absorbancias obtidas e posterior calculo da
concentracdo de ferro do FMsCEA. Como a média das absorbancias obtidas para o
FMsCEA diluido em agua (1:700) foi 0,398, a concentracdo de ferro de FMsCEA

calculada a partir da equacéo da reta foi de 9,2 pg/mL.

y =0,2723x +0,0402
R2=0,9975
1.2

0,8

0,6

0,4

0,2
0 T T T 1
0 1 2 3 4

Absorbancia (560 nm)

concentragéo de ferro (ug/mL)

Figura 13. Curva padrdo de absorbancia a 560 nm em fungéo
da concentracdo de ferro obtida a partir do FMs avaliado pelo
método colorimétrico do Ferrozine.

2.4.2. Determinagéo do diametro hidrodinamico e do potencial zeta das
nanoparticulas do FMsCEA

O fluido FMsCEA foi analisado por espalhamento de luz no equipamento
zetasizer para a determinagdo do didmetro hidrodindmico e do potencial zeta das suas
NPM. Apesar de 0 FMs ja ter sido caracterizado previamente, ele também foi submetido
ao equipamento para a comparacao entre os fluidos (Figura 14).

Cada fluido foi avaliado em triplicata. Nos graficos do lado esquerdo da Figura
14, estdo representadas estas 3 medidas, sendo as linhas vermelha, verde e azul
correspondentes a primeira, segunda e terceira medidas, respectivamente. Ja nos
gréficos do lado direito, estdo plotadas as médias e os desvios padrdo dos tamanhos

hidrodinamicos determinados nestas 3 medidas.
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Figura 14. Diametros hidrodindmicos das nanoparticulas dos fluidos (a) FMs e (b) FMsCEA
determinados por espalhamento de luz no equipamento zetasizer. Para cada fluido, ha dois
graficos. No da esquerda, as linhas vermelha, verde e azul representam, respectivamente, a
primeira, a segunda e a terceira medida da triplicata. No da direita, estd o histograma com as
médias e desvios padrdo referentes a triplicata.

A andlise do FMs mostrou uma tipica distribuicdo normal do didmetro das NPM,
cujo pico € de 190 nm (Figura 14a), conforme havia sido caracterizado previamente
(Tabela 7). A existéncia de NPM de tamanhos diferentes também foi visualizada na
MET (Figura 11c).

Apos a conjugacgdo com o anticorpo, a analise do FMsCEA (Figura 14b) indicou
um pico principal em torno de 500 nm, além de outros dois picos bem menores de
aproximadamente 100 nm e 5 pm. E importante notar que o pico de 5 pm s6 apareceu
na terceira medida da triplicata.

O potencial zeta das NPM de ambos os fluidos também foi determinado pelo
equipamento zetasizer. Ap0s a conjugacdo do anticorpo, houve um ligeiro aumento,
pois o potencial zeta variou de -47,5 mV no FMs para -38 mV no FMsCEA.
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2.4.3. Espectroscopia Raman

A SERS (Surface Enhanced Raman Spectroscopy) (Figura 15) também foi
utilizada na caracterizagdo do FMsCEA para avaliar a eficiéncia do processo de

conjugacéo do anti-CEA as NPM.
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Figura 15. Espectros SERS. (a) Comparacéo entre os espectros SERS de (i) FMs, (ii) FMSEN,
(iii) FMsCEA, (iv) anti-CEA livre. (b) Comparacdo entre os espectros SERS de FMs e DMSA.
(c) Comparagdo entre os espectros SERS de FMsSEN, NHS e EDC. FMs: fluido magnético com
nanoparticulas de maghemita; FMsEN: fluido magnético submetido ao processo de conjugacdo
até a etapa da adicdo dos reagentes EDC e NHS (sem anticorpo anti-CEA), FMsCEA: fluido
magnético submetido ao processo completo de conjugagdo (com anticorpo anti-CEA).

A Figura 15a (i), (ii) e (iii) mostra os espectros SERS obtidos para os fluidos
FMs, FMSEN e FMsCEA, respectivamente. O espectro SERS para o anticorpo anti-
CEA também foi adquirido (iv) para comparacdo, revelando bandas Raman
caracteristicas de quando ndo esta associado as NPM. Cada espectro mostra picos

diferentes e especificos de cada amostra.
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A Figura 15b mostra os espectros SERS do FMs e do DMSA, que possuem
alguns picos comuns. No espectro do FMs, a regido de 1300-1650 cm™ apresenta
bandas relacionadas ao grupo carboxilato, enquanto na regido 800-1300 cm™, h4 modos
Raman de ligacdo (C-S) e (C-C) da cadeia de DMSA. Além disso, ha o aparecimento de
um novo pico em torno de 500 cm™ (vS-S) e pode-se observar a mudanca nos picos
caracteristicos das vibra¢ées do modo (C-S), em relagdo ao espectro do DMSA, o que
indica pontes S-S entre moléculas vizinhas de DMSA na superficie das NPM.

Para o processo de conjugacdo do anti-CEA as NPM (item 2.2 do capitulo
Material e Métodos), dois reagentes foram utilizados, 0 EDC e o NHS, cujos espectros
SERS estdo representados na Figura 15c, que também mostra o espectro do FMSEN. O
FMSEN apresenta espectro SERS com alguns picos comuns ao EDC e ao NHS (Figura
15¢) e também com o FMs (Figura 15a (i) e (ii)). No entanto, a Figura 15a (ii) revela
que a regido 1625 cm™ e os fracos picos em 1180 e 751 cm™ estdo associados
respectivamente com vibragfes das ligacbes C=0, S=0O e N-H do NHS. As mesmas
regides sdo observadas para o NHS livre (Figura 15c¢), mas com uma leve diferenca de
energia de 4 cm™, o que indica uma fraca ligagdo do NHS ao DMSA das NPM do
FMSEN.

A Figura 15a (iii) e (iv) mostra, respectivamente, os espectros SERS do
FMsCEA e do anti-CEA livre e pode-se perceber que a maioria dos picos do anti-CEA
estdo presentes no FMsCEA, com leves mudancas de energia nos modos vibracionais.
Estes sdo modos caracteristicos de grupos amida de proteinas, aminoacidos e aminas e
carboxilicos terminais. Quando se compara 0 FMsSCEA ao FMs (Figura 15a (iii) e (i)),
também se observam bandas associadas a0 DMSA. No entanto, 0 mais interessante é o
pico de 1655 cm™ no FMsCEA (Figura 15a (iii)), que é relacionado ao stretching da
ligacdo C=0 de uma amida secundaria, que estd ausente tanto no FMs (Figura 15a (i))
como no anti-CEA livre (Figura 15a (ii)), o que evidencia a ligacdo do grupamento

amina do anticorpo ao grupo carboxil do DMSA.

2.5. Avaliacdo do potencial da utilizacdo dos fluidos em diagnéstico por

Imagem

Tentou-se simular um corpo de um camundongo, utilizando-se um tubo tipo

Falcon (que tem aproximadamente o tamanho de um camundongo) cheio de PBS.
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Dentro do tubo Falcon com PBS, foi colocado um microtubo contendo os diferentes
fluidos magnéticos, o FMs ou o FMsCEA, a serem avaliados quanto ao contraste em
relacdo ao PBS, ou seja, quanto a possibilidade desses fluidos serem utilizados
diretamente na deteccdo de tumores, sem a necessidade de contrastes adicionais.

As imagens obtidas pelo microtomdégrafo estdo ilustradas na Figura 16.
Conforme observado respectivamente nas Figuras 16a e 16b, tanto o FMs como o
FMsCEA apresentaram contraste em relacdo ao PBS. No entanto, para o FMsCEA
(Figura 16b) foi observada uma leve sedimentacdo das NPM, o que ndo permitiu o

contraste homogéneo no interior do microtubo.

FMsCEA

Figura 16. Imagens obtidas a partir de um microtomégrafo. As imagens mostram, para cada
um dos fluidos magnéticos (a) FMs e (b) FMs, cortes longitudinais e transversais de tubos
Falcons contendo PBS, onde microtubos contendo os fluidos estdo imersos.

2.6. Avaliacdo da capacidade de ligacdo e da especificidade de FMsCEA

2.6.1. ELISA

Ap0s o processo de conjugacéo ter sido efetuado com sucesso, conforme dados
obtidos na espectroscopia Raman (descrita no item 2.4.3 do capitulo Resultados), a
capacidade de ligacéo e a especificidade do FMsCEA ao seu alvo (CEA expresso na
superficie das células LS174T) foi verificada por ELISA (Figura 17).
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Figura 17. Capacidade de ligagdo e especificidade do FMsCEA avaliadas
por ELISA. (a) Eficécia de ligagdo do FMsCEA as células LS174T.
ELISA foi realizado com a utilizacgdo de FMs ou sobrenadantes
resultantes do processo de conjugacdo como anticorpos primarios. (b)
Especificidade do FMsCEA para o CEA. Células LS174Y e HCT116
foram avaliadas por ELISA com a utilizacdo de FMsCEA como anticorpo
priméario. Nas figuras a e b, PBS e MF foram utilizados como controles
negativos e o anti-CEA, como controle positivo. Letras diferentes

denotam diferenca significativa.

Resultados

Quando o FMsCEA foi utilizado em substituicdo ao anticorpo primario anti-

CEA, ele foi capaz de se ligar as células-alvo LS174T (Figura 17a). Nesta mesma figura

também se observa um alto sinal do ELISA quando os sobrenadantes 1 e 2 resultantes

das lavagens do processo de conjugacdo foram utilizados em substituicdo ao anticorpo

primario. No entanto, nenhum sinal foi observado para o sobrenadante 3.
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O ELISA também foi realizado para a avaliacdo da especificidade do FMsCEA.
Para isso, comparou-se a linhagem LS174T (alta expressdo de CEA) com a linhagem
HCT116 (baixa expressdo de CEA). Os resultados estdo representados na Figura 17b e
mostram que o sinal obtido para as células LS174T testadas com o FMsCEA é
estatisticamente igual (p=0,63) ao sinal dessas células testadas com o anti-CEA
(controle positivo) e significativamente maior (p=0) do que o sinal obtido para as
celulas HCT116 avaliadas com 0 FMsCEA.

2.6.2. Coloracéo de Perls

A eficiéncia de ligacdo e a especificidade de FMsCEA também foi avaliada por
microscopia de luz, por meio da coloragéo de Perls (Figura 18). A coloracdo de Perls

marca o ferro nas células e a cor azul indica a presenca de nanoparticulas de ferro.

Figura 18. Capacidade de ligacdo e especificidade do FMsCEA avaliadas por coloracdo de
Perls. Fotomicrografias de células (a, b,c) LS174T e (d, e, f) HCT116 cultivadas por 5 h na
presenca de (b, €) FMs e (c, f) FMsCEA, na mesma concentracdo de ferro (60 pg/mL). Células
ndo tratadas (a, d) constituiram o controle negativo.
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Apesar de a mesma concentracdo de ferro ter sido utilizada em todos os grupos
experimentais, pode-se observar um aumento na quantidade de ferro corado em azul
quando as células foram cultivadas com FMsCEA (Figuras 18c e 18f), em relacéo as
células cultivadas com FMs (Figuras 18b e 18e). Alem disso, a Figura 18 também
evidencia que esse aumento foi maior para as células LS174T (Figura 18c) do que para
as células HCT116 (Figura 18f).

2.7. Interiorizacao das nanoparticulas pelas células-alvo

Depois de se confirmar a capacidade de ligacdo e a especificidade do FMsCEA,
decidiu-se avaliar se o anti-CEA conjugado as NPM do FMsCEA aumentaria a
interiorizacdo das NPM pelas células-alvo. Para isso, as duas linhagens de cancer
colorretal humano (LS174T e HCT116) foram cultivadas tanto com 0 FMs como com o
FMsCEA, na mesma concentracdo de ferro. Ap6s 5 h, 50 células (correspondentes a
100%) de cada grupo foram contadas e classificadas quanto a localizagcdo das NPMs,
conforme padrao estabelecido no item 2.9 do capitulo Material e Métodos (Figura 3).

Os dados da classificacdo estdo descritos na Tabela 8.

Tabela 8. Quantidade de células com NPM dos fluidos FMs e FMsCEA interiorizadas ou néo.

Quantidade de células classificadas com  Quantidade de células classificadas com

Linhagem
NPM de FMs NPM de FMsCEA
Celular
Interiorizadas Nao interiorizadas Interiorizadas Nao interiorizadas
LS174T 31 (62%) 19 (38%) 42 (84%) 8 (16%)
HCT116 36 (72%) 14 (28%) 34 (68%) 16 (32%)

Conforme descrito na Tabela 8, a quantidade de células LS174T que
interiorizaram NPM aumentou quando elas foram cultivadas na presenca de FMsCEA:
de 62% das ceélulas analisadas que internalizaram NPMs do FMs para 84% das que
internalizaram as NPM do FMsCEA. Ainda que esta alteracdo ndo seja significativa,
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houve um aumento de aproximadamente 29% na interiorizacdo de NPM quando estas

estdo conjugadas com o anti-CEA. Esse aumento ndo foi observado para as células
HCT116.

2.8. Avaliacdo dos efeitos de FMs e FMsCEA sobre a morfologia celular

As células cultivadas com FMs e FMsSCEA por 5 h e processadas por MET

também foram avaliadas quanto a morfologia e ultraestrutura celulares.

Figura 19. Micrografias eletrénicas de células (a, b) LS174T e (c, d, ) HCT116. As células
LS174T cultivadas com os fluidos FMs ou FMsSCEA nédo apresentaram alteragdes estruturais,
mesmo quando havia NPM interiorizadas (b), quando comparadas as células sem tratamento (a).
As células HCT116 cultivadas com FMsSCEA apresentaram alteracbes no tamanho das
mitocondrias (e) quando comparadas as células do grupo controle (c,d). (d) detalhe das
mitocdndrias de uma célula HCT116. (M) mitocbndrias. Setas indicam as NPM.

As células LS174T (Figura 19a) tem morfologia irregular, oval, com ndcleo
grande e irregular e citoplasma cheio de mitocdndrias gigantes e de reticulo
endoplasméatico (RE) liso, alguns ribossomos livres e, algumas vezes, vesiculas

eletronlucentes. As mitocondrias gigantes apresentam cristas periféricas e transversas e
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estdo, normalmente, associadas ao RE liso. As células apresentam muitas
microvilosidades em sua superficie, conectando as células vizinhas.

J& as células HCT116 (Figuras 19c e 19d) apresentam morfologia irregular e
arredondada e grande nucleo que, em maioria, € eucromatico. O citoplasma granulado
contém muitas mitocondrias alongadas e eletrondensas, RE, alguns ribossomos livres e,
algumas vezes, vesiculas eletronlucentes. A superficie das células apresenta algumas
projecdes de microvilosidades, mas pouco contato entre células vizinhas.

Apols cultivo com FMs e FMSCEA, as células LS174T ndo apresentaram
alteracdes estruturais, mesmo quando as NPM foram interiorizadas (Figura 19b). A
linhagem HCT116 também ndo apresentou muitas alteragdes estruturais apos cultivo
com os fluidos. A alteracdo observada foi nas mitocéndrias das células HCT116

cultivadas com FMsCEA, que, aparentemente, ficaram maiores (Figura 19e).

3. MODELO DE CANCER DE INTESTINO - ESTUDO IN VIVO

Nesse estudo, foi utilizado um novo lote de fluido magnético (FM), cujas
nanopaticulas apresentaram um diametro de 6,35 nm e diametro hidrodinamico de
101nm. O FM foi utilizado no processo de conjugacao de anti-CEA e sua especificidade
ao CEA foi confirmada por ELISA com as células LS174T e HCT116.

Para os estudos in vivo, foram utilizados camundongos Balb-c nude portadores
de tumor de intestino induzido por células LS174T. Os animais receberam injecdes
intraperitoneal (ip) e intravenosa (iv) de FM e FMCEA conjugados ao tecnécio para a
avaliacdo da biodistribuicdo dos fluidos, tanto por imagem em tomografia
computadorizada por emissdo de féton unico (SPECT) como por contagem da
radioatividade dos 6rgaos. Os fluidos também foram avaliados quanto ao potencial para

sua utilizacdo como agentes de contraste na ressonancia magnética.

3.1. Avaliacdo da biodistribuicdo dos fluidos FM e FEMCEA

A avaliacdo da biodistribuicdo dos fluidos foi realizada apds a injecdo
intraperitoneal ou intravenosa de FM ou FMCEA conjugados ao tecnécio. As seringas
com os fluidos radioativos foram preparadas com uma faixa de atividade entre 16 e 39
MBg, de forma que houve variacdo na quantidade de radioatividade injetada nos
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animais. Essa quantidade foi calculada conforme descrito no item 3.4.2 do capitulo

Material e Métodos e esta descrita na Tabela 9.

Tabela 9. Radioatividade injetada em cada animal de cada tratamento.

Fluido Injetado Via de Injecédo Radioatividade Injetada (MBQq)
(médiaterro padréo)

FM iv 16,01+1,18

FM ip 16,93+3,46

FMCEA iv 9,17+0,48*

FMCEA ip 11,83+2,76

* denota diferenga significativa (p<0,05) em relacdo aos demais grupos.

3.1.1. Aquisicao e analise das imagens cintilograficas da SPECT

ApOs receberem o tratamento, cada animal foi submetido ao SPECT em
diferentes tempos: desde 1 min até 24 h apo6s a injecédo do fluido.

A Figura 20 ilustra imagens adquiridas ap6s a administracao intravenosa do FM
em diferentes animais, que apresentaram o mesmo padrdo ao longo do tempo. Apds 1
min, a maioria da radioatividade foi detectada na bexiga e apenas uma pequena
quantidade aparece na regido correspondente a localizacdo do figado (Figura 20a). Ao
longo do tempo, esse padréo é invertido e um acimulo gradual do fluido no figado foi
observado, além de um acimulo também na regido correspondente a localizacdo dos
rins (Figuras 20b-f). A radioatividade na regido da bexiga foi detectada até 4 h (Figura
20d). Em 5 h, foi detectada radioatividade na regido provavelmente correspondente aos
ureteres e a uretra (Figura 20e). Ap6s 20 h (Figura 20f), também se observou um
pequeno acimulo de fluido na regido onde foram inoculadas as células tumorais, no

flanco dos animais, embora em bem menor intensidade do que o observado no figado.
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Figura 20. Imagens obtidas por tomografia computadorizada de emissdo de féton Unico

(SPECT) em diferentes tempos apds a administracdo intravenosa do fluido FM. As imagens

foram adquiridas (a) 1 min, (b) 1,5 h, (c) 2h, (d) 4h, (e) 5h e (f) 20 h apds a inje¢do. Na Figura

f, o circulo branco indica a regido onde provavelmente se encontra o tumor. Na escala de cores,

guanto mais préximo do branco, maior a radioatividade detectada. 0° ou 180° correspondem ao

angulo em que o equipamento se encontra em relagdo ao camundongo, sendo, respectivamente,
a posicao inicial prona e a posigao supina.

Ja para a administracdo intraperitoneal do FM (Figura 21), o padrdo de
distribuicdo ao longo do tempo se apresentou de maneira diferente, pois o fluido
radioativo foi detectado mais intensamente na regido dos rins do que no figado (Figuras
21b e 21c). Ap6s 1,5 h (Figura 21a), a maior parte da radioatividade foi detectada na
bexiga, assim como para a administracdo iv (Figura 20b), embora também tenha se
observado o fluido disperso na cavidade peritoneal. Apos 4,5 h, comegou a se observar
um menor acumulo de fluido na bexiga e um aumento de sua presenca nos rins (Figura

21b), que se manteve até 24h apos a injecdo (Figura 21c), embora em intensidade menor
do que a observada em 4,5 h.
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féton Unico (SPECT) em diferentes tempos apds a administracdo intraperitoneal do fluido FM.
As imagens foram adquiridas (a) 1,5 h, (b) 4,5 h e (c) 24h apds a injecdo. Na escala de cores,
quanto mais préximo do branco, maior a radioatividade detectada. 180° correspondem ao

O fluido magnético conjugado com anti-CEA (FMCEA) também foi injetado via
ip e iv nos animais para a aquisi¢do das imagens SPECT em diferentes tempos de
tratamento. No entanto, devido a um mau funcionamento do equipamento no momento
do experimento, ndo foi possivel reconstruir corretamente as imagens adquiridas.

A Figura 22 mostra as imagens adquiridas dos animais que receberam FMCEA
via iv. Para os animais que foram submetidos a tomografia 1 h apds a injecdo, a maior
parte da radioatividade foi detectada na bexiga (Figura 22a). Nesse mesmo tempo de
tratamento, uma parcela da radioatividade também foi detectada em outra regido, mais
acima, correspondente a area de localizacdo do figado. Na Figura 22b, observa-se
também um aumento do acimulo do FMCEA no figado ap6s 4 h da injecdo. Também
em 4 h, observa-se que o FMCEA se encontrava ainda na bexiga e, em menor
intensidade, nos rins (Figura 22b). Apds 24 h, a intensidade da radioatividade detectada

foi muito baixa (Figura 22c).
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Figura 22. Imagens do mesmo animal obtidas por tomografia computadorizada de emisséo de
foéton dnico (SPECT) em diferentes tempos ap6s a administracdo intravenosa do fluido
FMCEA. As imagens foram adquiridas (a) 1 h, (b) 4 h e (c) 23 h apos a injecdo. Na escala de
cores, quanto mais proximo do branco, maior a radioatividade detectada. 180° correspondem ao
angulo em que o equipamento se encontra em relacdo a posigao inicial (prona) do camundongo.

Assim como o FM, o FMCEA administrado via ip apresentou um padréo de
biodistribuicdo diferente do observado para a administracdo via iv. A Figura 23 mostra
as imagens adquiridas apos diferentes tempos da injecdo ip do FMCEA em um mesmo

animal.
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Figura 23. Imagens do mesmo animal obtidas por tomografia computadorizada de emisséo de
féton Unico (SPECT) em diferentes tempos ap6s a administracdo intraperitoneal do fluido
FMCEA. As imagens foram adquiridas (a) 1 h, (b) 4 h e (c) 24 h apds a injecdo. Na escala de
cores, quanto mais proximo do branco, maior a radioatividade detectada. 180° correspondem ao
angulo em que o equipamento se encontra em relacdo a posicao inicial (prona) do camundongo.
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Foi identificado um acumulo do FMCEA na bexiga ap6s 1 h da injecdo ip
(Figura 23a). Apos 4 h (Figura 23b) e 24 h (Figura 23c), a radioatividade detectada foi

baixa, ndo sendo possivel determina-la em 6rgéos especificos.

3.1.2. Contagem radioativa dos 6rgaos

Apos a aquisicdo das imagens, a biodistribuicdo dos fluidos também foi avaliada
por contagem da radioatividade em camara gama dos 6rgédos coletados e previamente
pesados. Primeiramente, foi calculada a porcentagem de radioatividade restante nos
6rgdos em cada grupo, para a comparacdo entre os fluidos e entre as vias de
administracdo. Os resultados estdo expressos nas Figuras 24-27.

A Figura 24 ilustra os resultados da comparacdo entre as porcentagens de
radioatividade total dos 6rgaos dos animais ap0s 24 h da injecéo intravenosa dos fluidos
FM e FMCEA.

Conforme observado na Figura 24a, tanto para o FM como para o0 FMCEA, a
maior porcentagem de radioatividade restante foi detectada no figado, seguido da
carcaca e dos rins. No entanto, foi observada uma diferenca significativa entre os dois
fluidos quanto & porcentagem de radioatividade nesses oOrgdos (Figura 24b). A
porcentagem de FM nos rins e na carcaca foi significativamente maior do que a do
FMCEA, enquanto que no figado o oposto foi observado.

No tumor, ndo foi observada diferenca significativa entre as porcentagens de
radioatividade total detectadas entre os animais que receberam FM e FMCEA (Figura
24b).
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Figura 24. Porcentagem de radioatividade restante em cada 6rgao ap6s 24 h da
administracdo intravenosa (iv) dos fluidos FM e FMCEA. O eixo y esta
representado em escala (a) normal e (b) logaritmica. * representa diferenca
significativa (p<0,05) entre os fluidos em um mesmo érgao.

J& quando a administracdo dos fluidos FM e FMCEA foi via intraperitoneal (ip)
(Figura 25), a maior porcentagem de radioatividade restante foi detectada na carcaca,

seguida dos rins e do figado (Figura 25a).
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Figura 25. Porcentagem de radioatividade restante em cada 6rgdo ap6s 24 da
administracdo intraperitoneal (ip) dos fluidos FM e FMCEA. O eixo y est4
representado em escala (a) normal e (b) logaritmica. * representa diferenca
significativa (p<0,05) entre os fluidos em um mesmo érgao.

Também foi observada diferenca significativa entre as porcentagens de
radioatividade detectadas nesses oOrgdos para cada um dos fluidos. Na carcaca, a
porcentagem do FMCEA foi significativamente maior do que a do FM enquanto que
nos rins e figado, foi observado o oposto, ou seja, maior porcentagem de FM do que de
FMCEA (Figura 25b).
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Além disso, ainda na administracdo intraperitoneal, foi observada uma
porcentagem de radioatividade no tumor significativamente maior no grupo tratado com
FMCEA do que no grupo tratado com FM (Figura 25b).

Neste estudo, fez-se também a comparacdo entre as porcentagens de
radioatividade dos 6rgdos considerando-se as vias de administracdo dos fluidos (Figura
26).
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Figura 26. Porcentagem de radioatividade restante em cada 6rgao apés 24 h da
administracdo intraperitoneal (ip) e intravenosa (iv) dos fluidos (a) FM e (b)
FMCEA. O eixo y estd representado em escala logaritmica. * representa
diferenca significativa (p<0,05) entre as vias de administracdo do mesmo fluido
em um mesmo 6rgéo.
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Para o fluido FM (Figura 26a), a administracdo iv levou a um acumulo
significativamente maior do fluido no figado e no bagco e a um acumulo
significativamente menor nos rins e na carcaga, em comparacdo a administracéo ip.
Também para o fluido FMCEA (Figura 26b), a injecdo iv levou a um acumulo
significativamente maior no figado e a um acumulo significativamente menor na
carcaca, quando comparada a injecao ip.

Em relagdo ao tumor, a administracdo do FM via iv levou a um acumulo
significativamente maior do fluido do que a administracédo ip (Figura 26a).

Para a analise de biodistribuicdo dos fluidos FM e FMCEA, apds administracéo
iv ou ip, considerou-se também a porcentagem de radioatividade restante por grama de
cada oOrgdo. Para isso, os Orgdos coletados foram pesados. Nao foram observadas
variacdes significativas entre os pesos dos 6rgdos dos diferentes animais. No entanto, o
peso do tumor se apresentou de uma forma bastante varidvel entre os grupos de

tratamento, conforme descrito na Tabela 10.

Tabela 10. Peso médio dos 6rgédos e tumores coletados (g) em cada grupo experimental.

Orgio FM—iv FMCEA - iv FM - ip FMCEA -ip
Tumor 0,083 + 0,007 0,814 + 1,041 0,024 + 0,008 0,288 + 0,108 *
Osso 0,036 + 0,017 0,015 0,014 0,047 +0,011 0,039 + 0,018
Cérebro 0,358 + 0,016 0,370 + 0,046 0,380 + 0,023 0,376 + 0,010
Musculo 0,070 + 0,029 0,052 + 0,024 0,071 + 0,023 0,060 + 0,017
Pulmao 0,143 + 0,100 0,147 + 0,009 0,154 + 0,021 0,152 + 0,030
Rins 0,316 + 0,025 0,300 + 0,028 0,330 + 0,025 0,329 +0,010
Baco 0,089 + 0,016 0,081 + 0,002 0,091 + 0,003 0,102 + 0,006
Figado 1,097 + 0,113 1,133 +0,148 1,195 + 0,143 1,277 + 0,089
Coragio 0,135 + 0,015 0,110 + 0,008 0,116 + 0,007 0,120 + 0,016
Carcaca 15,009 + 0,913 15,159 + 0,744 15470+0,928 16,817 +1,221
Cauda ek ok 0,433 + 0,025 0,438 + 0,018

* denota diferenga significativa (p<0,05) entre os pesos dos tumores dos grupos ip.
** O peso das caudas ndo foi considerado para os grupos cuja injecao foi intravenosa.
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Como pode ser observado na Tabela 10, o peso médio dos tumores dos animais
que receberam o FMCEA por via ip e iv foi cerca de 10 a 12 vezes maior do que 0 peso
médio observado para os animais que receberam o FM, respectivamente, mas apenas
para a administracéo ip essa diferenca foi significativa.

Com base no peso de cada tumor de cada animal, foi calculada a porcentagem de
radioatividade restante por grama de tumor em cada grupo experimental. O mesmo foi
feito para os demais 6rgéos coletados. Os resultados estdo ilustrados nas Figuras 27-29.

Na Figura 27, pode-se observar a comparacdo entre as porcentagens de
radioatividade restante por grama de cada 6rgédo coletado dos animais ap0s injecéo iv de
FM e FMCEA.

Como se observa na Figura 27a, o figado, o baco e o rim foram os 6rgdos onde a
maior porcentagem de radioatividade foi detectada 24 h apds a injecdo iv. Quando se
compara a biodistribuicdo do fluido FM com a do FMCEA, somente no baco e no
pulmdo ndo houve diferenca significativa entre eles (Figura 27b). Nos demais 6rgdos
analisados, nos quais se observaram diferencas significativas entre o acimulo dos dois
fluidos, apenas no figado a presenca de FMCEA foi maior que a de FM. Em todos os
outros 6rgdos, o acumulo de FM foi maior do que o de FMCEA. Em relacdo ao tumor, o
acumulo do FM também foi significativamente maior do que o observado para o
FMCEA, ap6s injecdo iv (Figura 27b).
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Figura 27. Porcentagem de radioatividade restante por grama de 6rgao apés 24
h da administracdo intravenosa (iv) dos fluidos FM e FMCEA. O eixo y esta
representado em escala (a) normal e (b) logaritmica. * representa diferenca
significativa (p<0,05) entre os fluidos em um mesmo érgao.

Jé& para a injecgdo ip, a biodistribuicdo dos fluidos FM e FMCEA se apresentou de

forma diferente (Figura 28).
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Figura 28. Porcentagem de radioatividade restante por grama de érgdo apds 24
h da administracdo intraperitoneal (ip) dos fluidos FM e FMCEA. O eixo y
esta representado em escala (a) normal e (b) logaritmica. * representa diferenca

significativa (p<0,05) entre os fluidos em um mesmo érgdo.

A maior quantidade de fluido radioativo apds 24 h da injecdo ip foi detectada no

rim, especialmente o FM (Figura 28a), cujo acumulo nesse 6rgdo foi significativamente

maior do que o do FMCEA (Figura 28b). Nos outros 6rgdos em que foram observadas

diferengas significativas, inclusive no tumor, o acimulo do FM também foi maior do

que o de FMCEA. A Unica excecdo foi a carcaga, onde o acimulo de FMCEA foi

significativamente maior do que o de FM (Figura 28b).
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Além da comparacdo entre a quantidade dos diferentes fluidos em um mesmo

6rgdo, apds a mesma via de injecdo, a comparacdo entre as vias de administracdo para

cada fluido também foi realizada (Figura 29).
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Figura 29. Porcentagem de radioatividade restante por grama de 6rgao ap6s 24
h da administracédo intraperitoneal (ip) e intravenosa (iv) dos fluidos (a) FM e
(b) FMCEA. O eixo y esta representado em escala logaritmica. * representa
diferenca significativa (p<0,05) entre as vias de administracdo do mesmo
fluido em um mesmo érgéo.
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Tanto para o FM (Figura 29a) como para o FMCEA (Figura 29b), quando a
administragdo foi iv ocorreu um acumulo no figado e no rim significativamente maior
do que o observado na administracdo ip. Esta por sua vez, levou a um acumulo de
ambos os fluidos no coragdo e na carcaca significativamente maior do que a
administracdo iv (Figuras 29a e 29b). Além dessas diferencas, também foi observado
que a administracdo do FM via ip levou a um maior acimulo do fluido no baco do que
quando esse fluido foi administrado via iv (Figura 29a) e que a administracdo iv do
FMCEA levou a um acumulo maior do fluido no pulmdo do que quando ele foi
administrado via ip (Figura 29b). Em relacdo ao tumor, ndo houve diferenca
significativa entre as vias de administragdo para ambos os fluidos (Figuras 29a e 29b).

Como um resumo dos principais resultados obtidos neste estudo de
biodistribuicdo por contagem radioativa dos érgédos, pode-se afirmar que, considerando
a porcentagem de radioatividade restante por grama de 6rgao, o figado, o bago e o rim
sdo os principais 6rgaos onde ambos os fluidos se acumulam 24 h ap6s a administracao
iv (Figura 27), enquanto que o rim € o principal 6rgéo de acumulo desses fluidos ap6s a
injecdo ip (Figura 28). Além disso, quando se compara os dois fluidos, em todos os
Orgdos nos quais se observaram diferencas significativas, o FMCEA administrado por
ambas as vias se acumula menos nos 6rgdos do que o FM (Figuras 27 e 28), com a
Unica excecdo do figado apds injecdo iv (Figura 27b) e da carcaca apds injecdo ip
(Figura 28b). Em relacdo ao tumor, ao se considerar a porcentagem de radioatividade
detectada, houve um aumento significativo de acimulo de fluido quando este foi o
FMCEA administrado via ip (Figura 25b). No entanto, considerando a porcentagem de
radioatividade por grama de tumor, foi detectado um menor acimulo de FMCEA do
que de FM, em ambas as vias (Figuras 27b e 28b).

Com o objetivo de avaliar se os fluidos acumulavam preferencialmente no tumor
em relacdo aos outros 6rgaos, também foi feita uma comparacdo da porcentagem de
radioatividade detectada por grama de tumor com a radioatividade detectada por grama
de um érgdo nao relacionado, como, por exemplo, o musculo (Figura 30).

Em relagdo a injecdo iv (Figura 30a), apenas para 0 FM o acumulo no tumor foi
significativamente maior do que o acimulo no musculo. Apesar disso, a diferenca entre
as razdes medias das porcentagens de radioatividade do tumor/musculo no FM e no
FMCEA néo foi significativa. Para o FM essa razao foi de 4,02, enquanto que para o
FMCEA foi de 3,09.
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Ja para a injecdo ip (Figura 30b), o acumulo de ambos os fluidos no tumor foi

significativamente maior do que o acimulo no musculo, sendo que a razbes médias das

porcentagens de radioatividade do tumor/musculo no FM e no FMCEA foram

praticamente a mesma — 2,46 e 2,65, respectivamente.
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Figura 30. Porcentagem de radioatividade restante por grama de tumor e de
musculo apds 24 h da administracdo (a) intravenosa (iv) e intraperitoneal
(ip) dos fluidos FM e FMCEA. * representa diferenca significativa (p<0,05)
entre o tumor e 0 musculo ap6s a mesma via de administracdo do mesmo

fluido.
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3.2. Ressonancia Magnética (RM)

Para se avaliar o potencial dos fluidos como agentes de contraste para o
diagnostico do cancer, experimentos de RM foram realizados com animais portadores
de tumor 5 h depois de terem recebido os fluidos FM e FMCEA via intravenosa (iv). A
regido do tumor foi avaliada quanto a perda do sinal (o ferro diminui o sinal na RM),
comparando-se a mesma regido antes e 5 h apds a injecdo do fluido, conforme descrito
no item 3.5.2 do capitulo Material e Métodos. Como controle positivo desse
experimento, um animal portador de tumor recebeu uma injecdo it de FM e foi
imediatamente submetido & RM. Foram calculadas as intensidades do sinal nos tumores
antes e 5 h apos as inje¢des iv de FM e FMCEA e os resultados estéo representados na
Tabela 11.

Tabela 11. Média do sinal da ressonancia magnética calculado para cada grupo experimental
antes e apds injecoes intratumoral (it) ou intravenosa (iv) dos fluidos FM e FMCEA.

Grupo Meédia do sinal do tumor Meédia do sinal do tumor
experimental antes da injecdo apos a injecdo

FM—IT 20,20+3,99 6,66+0,50*

FM - IV 19,66+4,11 11,01+3,06*

FMCEA - IV 16,81+4,52 20,64+5,41

* denota diferenca significativa (p<0,05), em um mesmo grupo, do sinal ap6s a inje¢do do fluido em
comparacédo ao sinal antes da injec&o.

Como se pode observar na Tabela 11, apenas para o fluido FM foram observadas
reducdes significativas no sinal da RM para a regido do tumor, especialmente quando
este fluido foi injetado via IT. Com o célculo da porcentagem de diminui¢do de sinal
(férmula descrita no item 3.5.2 do capitulo Material e Métodos), observou-se que a
injecdo IT do FM (controle positivo) provocou uma reducdo média de 66,40 + 4,78 %.
A reducdo do sinal pdde ser observada na propria imagem adquirida na RM (Figura 31).

Pode-se perceber que, apds a administracéo it do FM, ocorreu uma significativa
perda de sinal no tumor, causando, inclusive uma deformacdo da imagem, o que

significa que o FM responde a RM e pode ser utilizado como agente de contraste.
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Ja para os animais que receberam o FM via iv, essa reducdo média foi um pouco

menor: 47,65 + 9,19%, mas suficiente para a detec¢do do FM no tumor ap6s 5 h.

Figura 31. Imagens de ressonancia magnética de camundongo portador de tumor (a) antes e
(b) imediatamente depois da administracdo intratumoral de FM. O circulo destaca o tumor.

4. MODELO DE CANCER DE MAMA — ESTUDO IN VITRO

O FMCEA foi utilizado também no modelo de cancer de mama murino. Para
que se pudesse dar prosseguimento aos experimentos in vivo, era necessaria a avaliagao
da possivel citotoxicidade in vitro desse fluido também para a linhagem de mama 4T1.
Por isso, 0 ensaio de MTT foi realizado com as células 4T1 cultivadas com o0 FMCEA
em diferentes concentracdes de ferro, conforme descrito no item 4.2 do capitulo
Material e Métodos.

Os dados obtidos no ensaio de MTT (Figura 32) mostram que o FMCEA ndo
causou toxicidade as células 4T1 em nenhum dos tempos de tratamento avaliados.
Diante desse resultado, o FM e o FMCEA foram avaliados quanto & biodistribuicéo

apos injecdo ip em camundongos portadores de tumor de mama.
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Figura 32. Avaliacdo da citotoxicidade in vitro de FMCEA sobre a linhagem
de cancer de mama murino 4T1, por meio de ensaio de MTT. Células foram
cultivadas com FMCEA em diferentes concentragbes de ferro. Os dados
foram normalizados em relacdo ao controle negativo. Simbolos diferentes
representam diferenca significativa (p<0,05) quando comparado ao controle
negativo do tempo de culturade (*) 5 h, (#) 24 he (®) 48 h

5. MODELO DE CANCER DE MAMA MURINO - ESTUDO IN VIVO

Esse estudo foi realizado para a avaliagdo da presenca dos fluidos FM e FMCEA
no tumor apds 1 h, 5 h, 15 h ou 24 h de administracdo intraperitoneal, por meio da
coloracdo de Perls.

A analise dos cortes histoldgicos mostrou que o tumor se desenvolveu no tecido
mamario (Figura 33a), inclusive com célula tumorais presentes entre as células do
tecido adiposo da glandula mamaria (Figura 33b) e em divisdo celular (Figura 33c).

ApoOs a injecdo intraperitoneal, ambos os fluidos FM e FMCEA foram
encontrados nos tumores nos diferentes tempos de tratamento. Em alguns casos, o ferro
foi detectado principalmente na periferia do tumor (Figura 33d) enquanto em outros, ele
estava disperso por toda a massa tumoral (Figura 33e). Em alguns cortes, o ferro foi
encontrado também no citoplasma das células tumorais, mesmo em areas necroéticas
(Figura 33f).
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Figura 33. Fotomicrografias de tumores em mama de camundongo balb-c induzido por células
de carcinoma mamario 4T1. (a) massa tumoral desenvolvida no tecido mamario; (b) células
tumorais entre as células do tecido adiposo da glandula mamaria; (c) figuras mitdticas no
tecido mamario; (d) ferro detectado na periferia do tumor 1h apds injecdo it do FMCEA; (e)
ferro detectado de forma dispersa no tumor 1h ap6s injecdo it do FM; (f) ferro detectado no
citoplasma das células tumorais. Setas brancas indicam as células em divisdo celular. Setas
pretas indicam células com ferro no citoplasma.

Os cortes foram entdo classificados quanto a presenca e a intensidade de ferro.
Os resultados obtidos (Figura 34) estdo apresentados de duas formas: (a) frequéncia de
cortes com ferro, o que indica a frequéncia de cortes que foram classificados como (+),
(++), (+++) e (++++); (b) porcentagem de quantidade de ferro em cada grupo.
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Como se pode observar na Figura 34a, a frequéncia de cortes histolégicos do
tumor com ferro diminuiu ao longo do tempo ap6s a administragdo do FM. Por outro
lado, essa mesma frequéncia se manteve constante até 24 h apds a injecdo do FMCEA.
Quando se considera a porcentagem de ferro no tumor (Figura 34b), esse fenbmeno
também ocorreu. Apesar de ndo haver diferenca significativa entre os grupos tratados
com FM e com FMCEA, pode-se perceber que a quantidade de ferro nos tumores dos
animais que receberam FM diminuiu ao longo do tempo, enquanto que nos tumores dos

que receberam FMCEA, essa quantidade apos 24 h é semelhante a detectada apés 1h.
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Figura 34. (a) Frequéncia de cortes analisados com ferro e (b)
porcentagem da quantidade de ferro nos tumores coletados 1, 4,
15 e 24 h apdés a administracdo intraperitoneal de FM e
FMCEA.
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A destruicdo especifica das células tumorais sem que ocorram danos as células
sadias é atualmente o principal desafio no tratamento do céncer, j& que as principais
terapias utilizadas ainda induzem muitos efeitos colaterais, como toxicidade sistémica.
Devido a distribuicdo aleatoria e a rapida eliminacdo dos farmacos pelo organismo, é
necessario administrar doses altamente concentradas dos mesmos, as quais aumentam
os efeitos colaterais induzidos (Pohlmann & Schwartsmann, 2004; Nie et al., 2007).

Além disso, estudos mostram que o0 sucesso da terapia escolhida depende do
diagnostico da doenca ainda nas fases iniciais. A possibilidade de cura e a taxa de
sobrevida livre da doenga em cinco anos aumentam com a detec¢do precoce do cancer
(Wajed, 2010; Cancer Reserach UK, 2011).

Por isso, métodos de tratamento que apresentem maior especificidade para os
tecidos neoplasicos e tecnologias de diagndstico por imagem que sejam minimamente
invasivas e eficientes na deteccao de células malignas tém sido, nas Gltimas décadas, um
importante foco de estudos. Nesses dois setores da conduta da erradicagcdo do cancer
(terapia e diagnostico), a utilizacdo de materiais nanoestruturados vem se destacando
devido a algumas caracteristicas interessantes e vantajosas, como o fato de um mesmo
nanomaterial possuir, simultaneamente, atribuicdes de terapia e diagndstico
(teragndstico).

Diante disso, neste estudo, nanoparticulas de maghemita recobertas com DMSA
foram conjugadas a anticorpos anti-CEA com o objetivo de se obter um nanomaterial
potencialmente teragndstico e altamente especifico para células tumorais positivas para
o0 CEA, um importante biomarcador para diferentes tipos de cancer (Locker et al., 2006;
Harris et al., 2007).

Nanoparticulas magnéticas (NPM) foram escolhidas para o desenvolvimento
desses fluidos por apresentarem caracteristicas bastante interessantes que permitem sua
multifuncionalidade. No tratamento do céncer, podem ser utilizadas tanto como
carreadoras de drogas como na magnetohipertermia, inclusive simultaneamente, e com
resultados bastante promissores.

Em um estudo in vitro, Carneiro et al. (2011) avaliaram o efeito citotdxico do
agente anti-tumoral citrato de rédio (Il) livre e associado a NPM de maghemita
(encapsuladas ou ndo em lipossomos) em linhagens celulares de carcinoma mamario e
de ducto mamario normal e observaram que a associagdo do citrato de radio (I1) a NPM
aumentou em 10 vezes a sua citotoxidade em células de carcinoma mamaério e, ao

mesmo tempo, diminuiu a citotoxidade em células normais da mama, revelando uma
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importante fungdo das NPM em tornar o tratamento anti-neoplasico mais eficaz, com
menos efeitos adversos para as células saudaveis. Corroborando esses resultados,
Carneiro (2011) observou que o tratamento de animais portadores de tumor de mama
com o citrato de rodio (I1) associado a NPM encapsuladas em lipossomas propiciou uma
taxa de sobrevida em 23 dias de 100% em contraposicdo a uma taxa de 75% para 0s
animais tratados com a droga livre.

A eficiéncia do fluido desenvolvido no presente estudo como carreador de
drogas antitumorais poderia ainda ser aumentada ao se explorar o fato de suas
nanoparticulas serem magnéticas e poderem ser utilizadas na magnetohipertermia. Sabe-
se que o aumento da temperatura tumoral aumenta a radiossensibilizacdo e a
citotoxicidade de agentes quimioterapicos (Matsumine et al., 2007) e por isso 0 uso de
NPM para uma acdo terapéutica sinergistica tem sido avaliado (Sonoda et al., 2010;
Meenach et al., 2012). Em um estudo in vitro com células de sarcoma de rato, foi
observado que enquanto o tratamento com o quimioterapico cisplatina induziu morte de
aproximadamente 25% das células, no tratamento com cisplatina associada a
magnetohipertermia, a frequéncia de morte celular subiu para mais de 75% (Babincova
et al., 2008).

Além de promissor para o tratamento do cancer, o fluido desenvolvido com
NPM também poderia ser utilizado no diagndstico por imagem. Segundo Johannsen et
al. (2007), quase 90% das nanoparticulas injetadas em tecidos sdo detectados na
tomografia computadorizada, permitindo uma analise acurada. Entretanto, a aplicacédo
em deteccdo por imagem mais avaliada para NPM é a ressonancia magnética (RM),
especialmente por se mostrarem mais biocompativeis e apresentarem um maior tempo
de circulacdo do que o gadolineo, o agente de contraste mais comumente usado na
clinica médica (Kim et al., 2011). Em varios estudos in vivo, as NPM tém se mostrado
bastante eficientes na RM tanto ap06s injecdo endovenosa como intraperitoneal,
especialmente quando associadas a moléculas direcionadoras (Ku et al., 2008; Cho et
al., 2010).

Por isso, no presente estudo, uma molécula direcionadora, um anticorpo, foi
utilizada para aumentar a especificidade do fluido magnético as células-alvo, de modo a
concentra-lo no tumor. Segundo Nie et al. (2007), a conjugacdo de moléculas
direcionadoras a NPM permite o acumulo preferencial dessas nanoparticulas no tumor,
ou mesmo em células cancerosas individuais, inclusive quando administradas

sistemicamente (DeNardo et al., 2005). Além disso, a administracdo sistémica dessas
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particulas possibilitaria que elas alcancassem canceres mais profundos ou mesmo
aqueles ainda néo detectados (Campbell, 2007). Interessantemente, a obtencdo de um
fluido composto por NPM associadas a anticorpos acumula dois possiveis métodos de
direcionamento: 0 magnético e o biolégico. O direcionamento magnético pode aumentar
em até oito vezes o acimulo das NPM no tumor (Cheng et al., 2012). Em relagéo ao
direcionamento bioldgico, Chen et al. (2007) observaram um acUmulo cinco vezes
maior de NPMs em tumores de mama positivos para 0 receptor de crescimento
epidermal humano (HER 2) quando estas estavam associadas a anticorpos anti-HER.
Além de um acumulo maior, os autores tambeém observaram a especificidade das NPM
conjugadas a anti-HER, j& que estas eram dez vezes mais absorvidas por tumores com
alta expresséo de HER 2 do que por tumores com baixa expressao desse biomarcador.

Para a escolha do anticorpo a ser associado as NPM, foi testada a expressdo de
alguns biomarcadores tumorais em diferentes linhagens de células de cancer de intestino
(LS174T, HT-29, HCT116) e de mama (TAE, TSE, 4T1 e MCF-7), dois tipos de cancer
que figuram entre os mais frequentes e com maior taxa de mortalidade no mundo
(Vettore & Caballero, 2004; Center et al., 2009; Forouzanfar et al., 2011; World Health
Organzation, 2012).

Dentre as combinacdes testadas para as linhagens celulares de céncer de
intestino, observou-se, por ELISA, que o CEA era expresso nas células LS174-T e HT-
29 (Figura 9). De fato, as células LS174T sdo descritas como positivas para 0 CEA
(Fahlgren et al., 2003), produzindo cerca de 2 pg/10° células a cada 10 dias (ATCC,
2012). E importante ressaltar que apesar de o CEA ter sido detectado nas células HT-29,
a literatura cientifica mostra que essa linhagem € caracterizada pela baixa expressdo de
CEA (Fahlgren et al., 2003; Jung & Lee, 2006). J& nas células HCT116, o CEA néo foi
detectado, 0 que esta de acordo com os dados da literatura. Wang et al. (1999)
mostraram que essa linhagem apresenta baixos niveis de expressdo desse antigeno,
produzindo cerca de 1-2 ng/10° células a cada 3 dias.

Com relacdo as linhagens celulares de cancer de mama testadas, a expressao do
CEA foi detectada, por imuno-histoquimica, apenas nos tumores de mama murino 4T1
(Figura 10). Este é o primeiro estudo que relata a expressdo de CEA em células murinas
4T1, apesar desta ja ter sido descrita em células de cancer de mama humano por varios
autores, sendo, inclusive, indicado como biomarcador de diagnostico (Martin et al,
1976; Harris et al., 2007; Di Gioia et al., 2011).
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Além do CEA, também foi testada a expressdo dos receptores de estrégeno nas
células 4T1 e MCF-7 e de progesterona nas células 4T1, pois, de acordo com dados na
literatura, esses receptores sdo superexpressos em diferentes tipos de cancer de mama
(Folgueira & Brentani, 2004; Taneja et al., 2010). Entretanto, neste estudo somente nas
células 4T1 foram detectados os dois receptores (Figura 10).

Diante desses resultados, optou-se pela conjugagdo do anticorpo anti-CEA a
nanoparticulas de maghemita. E importante ressaltar que o anti-CEA ja foi aprovado
pela agéncia americana FDA (Food and Drug Administration) para exames com
imagem e é bastante promissor para a terapéutica do cancer. Além disso, Shish et al.
(1990) relataram, em modelo murino de cancer colorretal, reducéo nos efeitos adversos
do agente 5-fluorouridine (FUR) quando este foi conjugado com o anti-CEA, além de
inibicdo do crescimento do tumor mais eficiente do que a observada para a droga livre.
Da mesma forma, radioisétopos conjugados ao anti-CEA também ja foram testados para
o tratamento de diferentes tipos de céncer, incluindo o colorretal, e se mostraram
promissores em estudos clinicos de fases | (Wong et al., 2006) e Il (Behr et al., 2002).

A escolha do anti-CEA também permitiu a utilizacdo de dois modelos de cancer
diferentes, de intestino e de mama, 0 que torna o estudo mais interessante devido a
versatilidade do fluido magnético desenvolvido. Para o modelo de cancer de intestino,
foi escolhida a linhagem celular LS174T. Apesar do CEA também ter sido detectado
nas células HT-29, esta linhagem foi descartada devido a controvérsia com os dados
descritos na literatura.

A linhagem LS174T (46XX ou 45X, dependendo do numero da passagem
celular) foi estabelecida em 1976 e consiste em uma linhagem variante ap6s
tripsinizacao das células LS180, estabelecidas no mesmo ano a partir de uma mulher
caucasiana de 47 anos com adenocarcinoma de célon primario. As células LS174T,
mesmo depois de imortalizadas, mantém caracteristicas neoplasicas, como a producgdo
de CEA e a capacidade de formar tumor quando inoculadas em camundongos
imunodeprimidos (Tom et al., 1976; Rutzky et al., 1980).

Camundongos imunodeprimidos foram utilizados para crescimento xenografico
de tumor pela primeira vez em 1960 e desde entdo tem sido o principal modelo de
estudo in vivo de diversos tipos de cancer (revisto por Kelland, 2004). Este modelo
fornece importantes informacdes sobre o tumor e sua resposta a tratamentos anticancer
apresenta uma boa correlagdo com os resultados clinicos (revisto por Winograd et al.,

1987). Recentemente também foi relatado que a expressdo génica no tumor crescido em
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camundongos imunodeprimidos é bastante similar a expressdo génica encontrada nos
pacientes com aquele mesmo tipo de tumor, indicando uma metodologia potente desde
que a linhagem celular escolhida seja adequada para os objetivos propostos (Kashofer et
al., 2009). Por isso, neste estudo, as células LS174T foram utilizadas para a inducdo de
tumor em camundongos nude.

J& para 0 modelo de cancer de mama, foi utilizada a linhagem murina 4T1. Ela
foi estabelecida a partir de um carcinoma mamario desenvolvido espontaneamente em
um camundongo Balb-c e apresenta caracteristicas similares ao cancer de mama
humano no estagio IV de desenvolvimento, como a capacidade de gerar metastases
espontaneamente em o0sso, figado, rim e pulmdo. Além disso, as células 4T1 sdo
facilmente inoculadas na glandula mamaria dos camundongos, permitindo um modelo
ortotépico (revisto por Yoneda et al., 2000 e Carneiro, 2011), com o desenvolvimento
no tumor no mesmo sitio anatbmico que ele se desenvolveria espontaneamente. 1sso é
bastante interessante, ja que o ambiente do 6rgdo em que o tumor se encontra pode
alterar o seu comportamento (Talmadge et al., 2007).

Tendo-se determinado os modelos tumorais a serem estudados, foi necessaria a
avaliacdo da possivel citotoxicidade do fluido composto de nanoparticulas de
maghemita com DMSA, uma vez que esse tipo de analise € um quesito indispensavel
para o desenvolvimento de novos materiais com aplicagdo biomédica (Ankamwar et al.,
2010). Dessa forma, o teste do MTT foi utilizado para avaliar a viabilidade das células
LS174T e HCT116 cultivadas com FMs em diferentes concentracdes de ferro e por
diferentes periodos de tempo (Figura 12).

O teste de MTT mostrou que, apesar de uma diminuicéo inicial na viabilidade
das células HCT116, estas foram capazes de se recuperar e atingir o mesmo nivel de
viabilidade do controle negativo. Pode-se observar que o tempo para a recuperacao
celular foi dependente da concentracdo de ferro. Para a cultura das células com
concentracdo de ferro de 60 pug/mL, a viabilidade celular foi comparavel ao controle
negativo j& em 12 h, enquanto que para a concentragdo de ferro de 80 pg/mL, foi
necesséario um periodo de 48 h para se atingir esse mesmo resultado. E possivel que as
células tenham sido capazes de se recuperar porque ndo estavam mortas nem
danificadas de uma forma irreversivel. De fato, para células epiteliais cultivadas por 25
h com nanoparticulas de maghemita e carbono, Berg et al. (2010) observaram
diminuicdo na viabilidade das células, por meio do teste de MTT mas ndo detectaram

morte celular por meio de outras metodologias.
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Ja para as células LS174T, ndo foi observada reducéo na viabilidade até 24 h de
cultivo com FMs nas diferentes concentragdes de ferro. Resultados semelhantes foram
obtidos por Chen et al. (2011) em um estudo com células HeLa cultivadas por 24 horas
com nanoparticulas de magnetita cobertas com oOxido de grafeno. Estas foram
consideradas pelos autores como nanoparticulas biocompativeis porque nao causaram
diminuicdo na viabilidade celular mesmo em concentragdes de ferro de até 80 pg/mL, a
mesma concentragdo maxima utilizada neste estudo.

Na literatura cientifica, tem se sugerido que nanoparticulas de magnetita podem
ser consideradas biocompativeis se ndo provocarem queda na viabilidade de diferentes
linhagens de células cultivadas com uma concentracdo de ferro de até 10 pg/mL,
mesmo gque em uma concentragdo de 100 pg/mL elas venham a causar alguma reducéo
na viabilidade (Ankamwar et al., 2010). Nesse sentido, apesar de um decréscimo na
viabilidade das células LS174T cultivadas com FMs em concentracdes de ferro
variando entre 30 e 80 pg/mL, o fluido pode ainda ser considerado biocompativel.

Além disso, ao se comparar, entre as duas linhagens, a viabilidade das células
nos grupos de controle positivo, pode-se perceber que as células HCT116 foram mais
susceptiveis aos efeitos do peroxido de hidrogénio (H,0;) do que as células LS174T.
Ap0s serem cultivadas por 5 h com 0,1 mM de H,0,, as células HCT116 apresentaram
reducdo significativa na viabilidade celular, enquanto que para as células LS174T, essa
reducdo sé foi observada apds 12 h de cultura. Assim como o perdxido de hidrogénio,
as nanoparticulas de ferro também podem gerar espécies reativas de oxigénio (ERO)
(Foy & Labhasetwar, 2011). Assim, é possivel que a diminuicdo transiente na
viabilidade celular observada para as células HCT116 ap6s cultivo com FMs tenha sido
causada por ERO. Dessa forma, se os efeitos do peroxido de hidrogénio nas células
LS174T sdo mais tardios em relacdo aos efeitos nas células HCT116, pode-se sugerir
que esteja ocorrendo 0 mesmo padréo para os efeitos do FMs e, consequentemente, que
as células LS174T seriam capazes de se recuperar, atingindo um nivel de viabilidade
celular comparavel ao controle negativo, se o teste de MTT fosse realizado em periodos
de tempo mais longos. De acordo com o que é proposto na literatura, portanto, os
resultados de MTT mostraram que o FMs contendo nanoparticulas de maghemita
cobertas com DMSA pode ser considerado biocompativel.

Por isso, o0 FMs foi utilizado para a conjugacdo das NPM ao anti-CEA e
obtencdo de um volume de FMsCEA suficiente para 0s experimentos. Apos a

conjugacdo, o FMsCEA foi caracterizado por espalhamento de luz, assim como o seu
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precursor FMs (Figura 14). No FMs, as nanoparticulas apresentaram uma tipica
distribuicdo normal dos didmetros hidrodindmicos, com média de 190 nm, confirmando
a caracterizacdo prévia realizada no momento de sua sintese. Apds a conjugagdo, essa
média aumentou para 500 nm. O aumento no tamanho hidrodindmico de NPM
conjugadas a anticorpos é frequentemente descrito (Driskell et al., 2011; Ling et al.,
2011). No entanto, ele € geralmente menor, variando entre 15 e 60 nm. O grande
aumento observado neste estudo estd provavelmente relacionado ndo apenas a ligacao
do anticorpo como também a um processo de agregacdo das NPM, pois tanto 0 aumento
no tamanho das NPM quanto a sua agregacao aumentam o espalhamento de luz (Jans et
al., 2009). Além de uma possivel agregacdo das NPM ap6s a conjugacao do anticorpo, a
andlise do espalhamento de luz também sugere uma sedimentacdo, pois foi observado
um pequeno pico de 500 nm apenas na terceira medida da triplicata. Apesar de uma
pequena agregacdo e da sedimentacdo das NPM ao longo do tempo, o potencial zeta do
fluido FMsCEA (-38 mV) estd de acordo com os valores descritos para NPM
conjugadas a anticorpos e sugere estabilidade do fluido (Satishkumar et al., 2011).

O FMsCEA também foi avaliado por espectroscopia Raman com o objetivo de
se avaliar a eficiéncia do processo de conjugacdo do anti-CEA as NPM. A técnica se
mostrou adequada e satisfatéria na anélise da modificacdo da superficie das NPM em
todas as etapas, desde a cobertura com DMSA até a ligacdo do anti-CEA (Figura 15).
No fluido FMs, as bandas relacionadas ao carboxilato e os modos Raman das ligacbes
(C-S) e (C-C) da cadeia do DMSA indica que o DMSA esta covalentemente ligado a
superficie das NPM por meio do carboxilato terminal. Além disso, no espectro do FMs,
também foi observado o modo Raman (vS-S), que é caracteristico das ligacdes
dissulfeto (S-S) entre as moléculas vizinhas no DMSA ligado as NPM e tem uma
importante funcdo na estabilizacdo da camada molecular de superficie das NPM (Soler
etal., 2011).

A espectroscopia Raman também permitiu a observacdo da ligacdo do linker
NHS utilizado na conjugac&o a superficie das NPM no fluido intermediario FMSEN: os
picos em 1625, 1180 e 751 cm™ sdo respectivamente associados as vibracdes das
ligagbes C=0, S=0 e N-O do NHS. Além disso, quando se compara 0 FMs e o
FMsSCEA, percebe-se que as variagdes dos modos vibracionais dos grupos carboxilato
sdo pequenas, o que sugere que o NHS néo esta fortemente ligado ao DMSA, como
esperado, ja que o NHS ¢ apenas um intermediario para a ligacéo do carboxil do DMSA

aos grupos amina das moléculas de anticorpo. Essa reacdo entre 0 DMSA e 0 anticorpo
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também foi evidenciada pelo espectro Raman do FMsCEA, que mostra um pico em
1655 cm™ que n&o ocorre no espectro do FMs. De acordo com Parker (1983), o pico
Raman em ~1655 cm™ é atribuido ao stretching C=0O de amina secundaria. Portanto, a
presenca desse pico é devida a vibragdo de um grupo carbonil formado apo6s a
conjugacdo do anti-CEA as NPM. Além disso, de uma maneira muito interessante, 0s
espectros de FMSCEA e do anti-CEA livre sdo bastante parecidos, pois 0S picos
presentes no espectro do anti-CEA livre atribuidos a aminodcidos, estruturas de
proteinas e grupos aminas e carboxil terminais também estdo presentes no espectro do
FMsCEA, confirmando o sucesso da conjugacdo. E importante observar que esses picos
semelhantes entre os espectros de FMsCEA e anti-CEA livre apresentam mudancas
muito leves na energia vibracional, indicando que o processo de conjugacdo néo
ocasionou desnaturacdo da proteina e consequentemente sugerindo que as funcdes
bioldgicas do anti-CEA conjugado estao preservadas.

De acordo com Occhipinti et al. (2011), a conservacao da funcdo bioldgica de
anticorpos ap06s conjugacdo geralmente ndo pode ser evidenciada pela escassez de
métodos  confidveis que  fornecam  informacBes  sobre  caracteristicas
estruturais/conformacionais indicativas da funcionalidade bioldgica. Entretanto nesse
estudo o Raman foi utilizado com sucesso como uma ferramenta-chave na investigagéo
das etapas do processo de conjugacao do anti-CEA as NPM. Além de ser adequado para
demonstrar a ligacdo quimica do anti-CEA as NPM, ele também forneceu informacdes
gue sugeriam a preservacao da funcionalidade do anti-CEA.

A funcionalidade do anti-CEA conjugado foi confirmada por ELISA (Figura
17), uma vez que foi capaz de se ligar as células LS174T. O ELISA também mostrou
que a marcacao das células LS174T pelo FMsCEA foi estatisticamente maior do que a
observada para as células HCT116, mostrando a especificidade do fluido. Além disso,
ndo houve marcacdo quando o sobrenadante 3, que representa a Ultima lavagem das
NPM no processo de conjugacdo, foi utilizado como anticorpo primario no ELISA,
revelando que todo o anticorpo néo ligado foi eficientemente removido do FMsCEA.

Com os resultados do ELISA pode-se afirmar, portanto, que o FMsCEA ¢
altamente especifico para células que expressam CEA, o que também foi confirmado
pelos experimentos de coloracdo de Perls (Figura 18). Além disso, 0s experimentos de
microscopia eletronica de transmissédo mostraram que existe uma tendéncia de aumento
da quantidade de células LS174T, positivas para o0 CEA, que interiorizam NPM quando

estas estdo associadas ao anti-CEA (Tabela 8). Isso significa que o anti-CEA conjugado

97



Discussao

as NPM, alem de propiciar a ligacdo especifica do FMsSCEA, também facilitou a
interiorizacdo das NPM pelas células-alvo. Esse resultado indica que o FMsSCEA pode
ser um material promissor para o carreamento de drogas, ja que a eficiéncia de um
sistema de entrega de drogas com base em NPM pode depender do acuimulo das NPM
dentro das células alvo (Acharya et al., 2009).

A amostra FMsSCEA desenvolvida neste estudo mostrou potencialidade para ser
utilizada em um sistema de teragnostico, pois ela responde a um campo magnético — por
ser constituida de nanoparticulas de ferro, podendo assim ser utilizada na
magnetohipertermia, possui uma superficie capaz de ser modificada para o acoplamento
de drogas que podem ser interiorizadas pelas células malignas e também pode ser
utilizada em metodologias de imagem para a deteccdo dos tumores ou de
micrometastases, uma vez que o CEA também é um biomarcador de células circulantes
(Gervasoni et al., 2007). De fato, em um experimento in vitro piloto com o
microtomdgrafo (Figura 16), péde-se confirmar o contraste proporcionado tanto pelo
FMs como pelo FMsCEA.

A partir da observacdo de que a amostra desenvolvida teria grande potencial para
aplicacdo biomédica, seguiu-se com o0s experimentos in vivo em modelo de cancer de
intestino e de mama. Para isso, um novo lote de fluido magnético de maghemita com
DMSA foi sintetizado (FM) e submetido ao processo de conjugacdo do anti-CEA
(FMCEA).

A biodistribuicdo das NPM em camundongos portadores de tumor induzido por
celulas LS174T foi entdo avaliada apés inje¢Bes intraperitoneal (ip) ou intravenosa (iv)
dos fluidos. Para isso, os fluidos foram previamente associados a um elemento
radioativo, o tecnécio (99mTc). O 99mTc € um metal radioativo bastante comum nos
radiofarmacos utilizados em exames de imagem de tumor por técnicas cintilograficas
(Kumar et al., 2012), como por exemplo a cintilografia de osso recomendada para
pacientes com cancer de prostata com risco de doenca metastéatica (revisto por Lecouvet
etal., 2012).

A marcacdo radioativa de nanoparticulas permite estudos de biodistribuicdo
quantitativa ex vivo desses nanomateriais, além de possibilitar a obtengdo, com grande
sensibilidade, de imagens seriais de animais vivos, diminuindo o numero de animais
necessarios para o estudo e a variabilidade de resposta interindividual (Schipper et al.,
2007; Kryza et al., 2010). Neste estudo, a biodistribuicdo dos fluidos FM e FMCEA foi

avaliada tanto por meio de imagens cintilograficas obtidas por SPECT apds diferentes
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tempos da administracdo dos fluidos, como por contagem da radioatividade em 6rgéos
coletados 24 h apds a injecdo dos mesmos.

As imagens cintilogréficas obtidas na SPECT mostraram que, apds a
administracdo iv, houve um acumulo do FM inicialmente na bexiga e, em seguida e
gradualmente, no figado e nos rins, sendo que 0 acumulo maximo nesses 0rgaos ocorreu
em 5 h (Figura 20). Para 0 FMCEA, esse mesmo padréo foi observado, com a diferenca
de que, em 4 h, o acimulo no figado foi maior do que nos rins (Figura 22). O acumulo
dos fluidos FM e FMCEA no figado e nos rins apos injecdo iv foi confirmado por
contagem radioativa 24 apés a injecdo. Este experimento também mostrou que as NPM
se acumularam no baco, além dos 6érgdos ja mencionados (Figura 27). Este resultado
esta de acordo com os resultados de Cho et al. (2010), que também descreveram esses
trés orgdos como os principais locais de acumulo de nanoparticulas de ferro cobertas
com silica 2h ap06s injecdo iv. Da mesma forma, nanoparticulas de ferro cobertas com
dextran tiveram um acumulo méximo no figado e no bago de camundongos
aproximadamente 2 h ap6s administracdo iv (Estevanato et al., 2011). Varios outros
estudos também apontam o figado como principal 6rgdo de acumulo de diferentes
nanoparticulas apds injecdo iv, como, nanoparticulas de ferro recobertas com acido
oleico administradas em ratos (Jain et al. 2008) e de ouro administradas em
camundongos (Sadauskas et al., 2007). Apesar de Sadauskas et al. (2007) ndo terem
observado diferencas significativas de quantidade de nanoparticulas presentes no figado
em 1, 4 ou 24h, Jain et al. (2008) verificaram um acimulo de nanoparticulas de ferro no
figado significativamente maior em 6 h apds a injecdo iv do que em outros tempos
analisados, 0 que esta bem préximo aos resultados obtidos no presente estudo.

Monge-Fuentes et al. (2011) também observaram acimulo de nanoparticulas de
maghemita cobertas com DMSA em hepatdcitos de macacos apos injecdo iv dessas
nanoparticulas e sugerem que o importante papel do figado no metabolismo do ferro, na
captura, transformacdo e acimulo de metabdlitos e na neutralizacdo e eliminacdo de
substancias toxicas explica por que esse 6rgao é o principal local em que nanoparticulas
de ferro sdo encontradas apos inje¢do iv. Além disso, 0 acimulo de nanoparticulas no
figado ap0s injecdo iv esta relacionado com a captura das mesmas pelo sistema reticulo-
endotelial (RES) e a atividade fagocitaria das celulas de Kupfer — os macréfagos
residentes do figado (Jain et al., 2008). Estudos mostram que as nanoparticulas
administradas via iv que sdo encontradas no figado estdo em sua grande maioria no

interior das células de Kupfer, apesar de também serem encontradas, em menor
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quantidade, nas celulas endoteliais e no interior dos capilares (Sadauskas et al.; 2007;
Lunov et al., 2010; Estevanato et al., 2011).

Além das células de Kupfer, os macrofagos do bago também constituem o RES
e, por isso, 0 acimulo das NPM no baco observado 24 apo6s injecao iv dos fluidos FM e
FMCEA (Figura 27) também pode estar associado a captura pelas células desse sistema.
Weissleder et al. (1989) relataram captura de cerca de 90% das nanoparticulas de ferro
administradas via iv em ratos pelas células do RES e relacionaram esse fato a presenca
de nanoparticulas nas células de Kupfer e nos macréfagos da polpa vermelha do baco.

Além de presentes no figado e no bacgo, estudos mostram que cerca de 25% das
nanoparticulas administradas via iv sdo eliminadas por meio da urina e das fezes
(revisto por Jain et al., 2007 e Kunzmann et al., 2011), o que significa que a deteccdo de
nanoparticulas nos rins e na bexiga apds administracdo iv é bastante plausivel. Nesse
estudo, a avaliacdo da biodistribuicdo dos fluidos FM e FMCEA mostrou um grande
acumulo dos fluidos tanto na bexiga como nos rins (Figuras 20, 22 e 27).

No entanto, comparando-se as imagens cintilogréficas dos animais que
receberam FM via iv (Figura 20) com as imagens daqueles que receberam FMCEA pela
mesma via (Figura 22), pode-se observar uma diferenca apds 20 h da injecdo dos
fluidos. Enquanto que o FM continuou presente em grande quantidade especialmente no
figado e nos rins, quase nao foi detectada radioatividade em 23 h para os animais que
receberam FMCEA. Isso pode ter ocorrido devido a varios fatores. Um deles é o fato de
que a quantidade de radioatividade injetada no grupo que recebeu FMCEA foi
significativamente menor do que a injetada no grupo que recebeu FM (Tabela 9).
Considerando que o tecnécio tem uma meia-vida relativamente curta — 6 h (Kryza et al.,
2011) — € possivel que, apds 23 h, o decaimento da radioatividade do grupo FMCEA
tenha contribuido para a baixa quantidade de radioatividade detectada, especialmente
porque a avaliacdo deste grupo foi feita 3 horas ap6s a Gltima avaliagdo do FM, em 20
h, diminuindo ainda mais a quantidade de radioatividade no grupo FMCEA. Além
disso, no processo da conjugacdo do tecnécio aos fluidos, foi observado por
cromatografia que, para o FM, ndo havia tecnécio livre, enquanto que para 0 FMCEA,
uma pequena parcela (em torno de 5%) permaneceu ndo conjugada, em sua forma livre
(dados ndo mostrados). A forma livre do tecnécio, segundo dados da literatura, se
acumula, apos diferentes vias de administracdo, nas glandulas salivares e na tireoide
(Harden et al., 1969; Zuckier et al., 2004; Kim et al., 2012). A parcela de tecnécio livre

com uma biodistribuicdo em uma regido ndo escaneada nos experimento de SPECT
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realizados neste estudo pode ter contribuido para a baixa deteccéo de radioatividade em
23h no grupo tratado com FMCEA via iv.

Um terceiro fator importante a ser considerado para a diferenca de deteccéo de
radioatividade apos 20h entre os grupos FM e FMCEA que receberam tratamento iv € a
diferenca de tamanho entre as nanoparticulas destes fluidos. Apesar de o lote de fluido
magnético utilizado no estudo in vivo ndo ter sido caracterizado ap6s 0 processo de
conjugacdo do anti-CEA, supde-se que, assim como o primeiro lote utilizado nos
estudos in vitro, o tamanho hidrodindmico inicial das suas nanoparticulas (101 nm)
também tenha aumentando apos a conjugacéo, pois cada molécula de anticorpo possui
aproximadamente 20 nm de tamanho hidrodindmico (revisto por Alexis et al., 2008) e
varios autores relatam este aumento apds o processo de conjugacdo (Driskell et al.,
2011; Ling et al., 2011). Além disso, durante o tratamento dos camundongos utilizados
neste estudo, teve-se certa dificuldade em administrar a injecdo iv do FMCEA. Em
alguns animais — que ndo foram considerados nos resultados apresentados — néo foi
possivel a administracdo iv pelo fato de que o FMCEA ficava retido na cauda e nédo
atingia a circulacdo. Esse fato ndo ocorreu com nenhum camundongo tratado com FM.
Acredita-se que a diferenca de tamanho entre as nanoparticulas dos fluidos possa ter
contribuido para esse fato.

Considerando que existia uma diferenca de tamanho das nanoparticulas dos
fluidos FM e FMCEA, a baixa deteccdo de radioatividade apds 20h nos animais que
receberam FMCEA em comparagdo com os que receberam FM pode ter sido causada,
também, pela diferenca de eliminacdo dessas nanoparticulas com tamanhos diferentes.
Fang et al. (2006) observaram que a taxa de eliminagdo de nanoparticulas com 243 nm
foi mais de quatro vezes maior do que a observada para as mesmas nanoparticulas com
80 nm. Conforme revisdo de Alexis et al. (2008), nanoparticulas com tamanho de até
100 nm apresentam menor filtracdo hepéatica, maior tempo de circulagdo e maior taxa de
extravasamento para tecidos do que nanoparticulas maiores.

Essa mesma diferenca na quantidade de radioatividade detectada ao longo do
tempo entre os animais tratados com FM e FMCEA foi observada para a administragéo
ip dos fluidos FM (Figura 21) e FMCEA (Figura 23), provavelmente pelos mesmos
motivos descritos para a injecdo iv: menor quantidade de radioatividade injetada,
embora esta diferenca ndo seja significativa (Tabela 9), parte do tecnécio na sua forma
livre e diferenca de tamanho entre as nanoparticulas do FM e do FMCEA. Reddy &

Murthy (2004), avaliando a biodistriuicdo de duas formulacdes de nanoparticulas de
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poli butil cianocrilato contendo doxorubicina com tamanhos de 175 e 315 nm ap0s
injecdo ip em camundongos, observaram que o desaparecimento, da cavidade
peritoneal, das nanoparticulas maiores foi mais rapido do que o observado para as
nanoparticulas menores.

Neste estudo, as imagens cintilograficas dos grupos tratados via ip com FM e
FMCEA mostraram uma biodistribuicdo diferente em comparacdo & administragao iv.
Ambos os fluidos apareceram na bexiga em aproximadamente 1 h apds injecdo ip
(Figuras 2l1a e 23a). Em tempos maiores, o FM apareceu principalmente nos rins
(Figura 21b e 21c), o que foi confirmado na contagem radioativa dos 6rgdos (Figura
28). Apesar de ndo ter sido possivel a identificacdo, nas imagens cintilograficas, da
regido de acumulo do FMCEA em tempos maiores (Figuras 23b e 23c), a contagem
radioativa dos 6rgdos mostrou que o rim também foi o principal 6rgdo de acimulo do
FMCEA ap0s injecdo ip, embora significativamente em menor quantidade do que o FM
(Figura 28b). O padrdo diferente de biodistribuicdo das nanoparticulas apds
administracdo ip em comparagdo ao observado para a administracdo iv pode ser em
parte explicado pelo fato de que nanoparticulas sdo reconhecidas e interiorizadas
principalmente por células do sistema imune, que podem ndo utilizar o mesmo
repertorio de reconhecimento, ou seja, a interagcdo de nanoparticulas com os macréfagos
peritoneais pode ocorrer de forma diferente da interacdo com as células de Kupfer, o
que, segundo revisdo de Kunzmann et al. (2011), pode interferir na biodistribuicdo das
nanoparticulas.

As diferentes vias de administragdo dos fluidos FM e FMCEA podem interferir
ndo apenas na biodistribuicdo, mas também na taxa de eliminagdo das nanoparticulas.
Neste estudo, foi detectada uma menor quantidade de radioatividade nos animais que
receberam os fluidos via ip (Figuras 21 e 23) em comparacdo com 0S animais que
receberam o mesmo fluido via iv (Figura 20 e 22), apesar da mesma quantidade de
radioatividade injetada (Tabela 9). Isso pode ser uma consequéncia de diferentes taxas
de eliminagdo das nanoparticulas nas duas vias de administracdo, pois em um estudo
com camundongos portadores de tumor induzido por meio de diferentes vias de
inoculacdo de células LS174T, foi observado que a taxa de eliminacdo de anticorpos
radioativos foi maior quando estes foram administrados via ip do que quando
administrados via iv (Nayak et al., 2012). Apesar de alguns autores ndo terem

observado diferencas na biodistribui¢do de nanoparticulas apés as vias iv e ip (Cirstoiu-
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Hapca et al., 2010), outros relataram que a cinética de nanoparticulas de ferro de fato
difere dependendo da via de administracdo (Cho et al., 2010).

Além disso, comparando-se a biodistribuicdo de ambos os fluidos em funcdo da
via de administracdo (Figura 29), pode-se observar que, tanto para 0 FM como para o
FMCEA, enquanto a injecdo iv levou a um acumulo significativamente maior no figado,
a injecdo ip levou a um acumulo significativamente maior na carcaga. 1sso é facilmente
explicado quando se considera o fluxo dos fluidos ap6s cada via de administracdo. Na
administracdo ip de agentes quimioterapicos, por exemplo, a droga é capturada da
cavidade peritoneal e atinge a corrente sanguinea principalmente pela circulacdo na veia
porta (Markman, 2003). De fato, Tsai et al. (2009) observaram que o paclitaxel, um
agente quimioterapico, administrado via ip foi absorvido diretamente pelo intestino,
levando a um acumulo da droga nesse 6rgdo, e posteriormente no figado, pela veia
porta, em oposic¢ao a administracdo iv, que levou a um acumulo inicialmente no figado.
Da mesma forma, no presente estudo, as NPMs administradas via ip podem ter
acumulado no intestino. Como este foi coletado juntamente com a carcaga, iSSO
explicaria o acumulo significativamente maior dos fluidos na carcaca apds
administracdo ip, em compara¢do a administracao iv (Figura 29).

Além da avaliacdo da biodistribuicdo dos fluidos, os experimentos de SPECT e
contagem da radioatividade em 6rgdos coletados também permitiram avaliar o acimulo
dos fluidos FM e FMCEA no tumor, apds as diferentes vias de administracdo. Quando
se considera a radioatividade total detectada no tumor, o acimulo de FMCEA no tumor
foi igual ao do FM apds injecdo iv (Figura 24) e significativamente maior do que o
observado para o FM ap6s administracdo ip (Figura 25). No entanto, quando se
considera a radioatividade detectada por grama de tumor, observou-se um menor
acumulo do FMCEA no tumor do que do FM, tanto na via iv (Figura 27) como ha via ip
(Figura 28). Isso ocorreu devido & grande diferenca dos tamanhos dos tumores
(evidenciada pelos pesos dos tumores) entre 0s grupos que receberam FM em relacdo
aos que receberam FMCEA (Tabela 10). Apesar de essa diferenca ter sido significativa
apenas para a administracdo ip, na administragdo iv também se observou um peso médio
dos tumores de 12 vezes maior no grupo do FMCEA em comparagao ao grupo do FM, o
que ndo foi significativo devido ao grande desvio padrdo. Essa diferenca dificultou
bastante a comparacdo entre os fluidos no que concerne ao acumulo no tumor, pois, 0
acumulo de uma droga no tumor depende, além das caracteristicas fisico-quimicas da

droga, das propriedades fisico-quimicas e fisioldégicas do préprio tumor, como
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composicao, estrutura, pressdo e vascularizacdo, que é bastante heterogénea nos
tumores (Brigger et al., 2002). Sabe-se que existe uma relagéo direta entre crescimento
tumoral e angiogénese (Arap et al., 2004), porém, devido a rapida proliferacdo do
tumor, as células endoteliais acompanham esse crescimento acelerado criando uma
vasculatura tumoral desorganizada (Maeda et al., 2003; Lopez-Davila et al., 2012). No
entanto, o crescimento dos tumores supera a capacidade de formagéo de vasos, mesmo
dos anormais, resultando em um tecido tumoral heterogéneo, com algumas areas
vascularizadas e outras hemorrdgicas ou ainda necroticas, sendo, estas Ultimas,
desprovidas de vasos e de suprimento de sangue (Lunt et al., 2008; Shin et al., 2008). A
menor vascularizagéo de parte do tumor resulta em uma menor permeabilidade vascular,
0 que dificulta 0 acimulo de drogas nesse tecido (Abugayyas & Balthasar, 2012).

A presenca desses vasos sanguineos anormais, juntamente com a anormalidade
do proprio intersticio tumoral, que é composto por uma densa rede de fibras de
colagenos, fibroblastos, macrofagos e outras células do sistema imune, causam uma
elevada pressao intersticial, que também é proporcional a densidade celular do tumor
(Lunt et al., 2008). Segundo os autores, essa elevada pressao intersticial dificulta a
captura de drogas pelo tumor.

Considerando que tumores maiores apresentam, em comparacdo a tumores
menores, maiores areas necrdticas, maior quantidade de vasos anormais e elevada
densidade celular, pode-se supor que nos grupos de animais tratados com FMCEA, os
tumores tenham apresentado uma elevada pressdo intersticial e maiores areas
desprovidas de fluxo sanguineo, em compara¢do aos tumores menores dos grupos
tratados com FM. Tais caracteristicas podem ter prejudicado o acumulo do FMCEA no
tumor.

No entanto, apesar desse fato e de que nanoparticulas menores acumulam mais
intensamente no tumor (Fang et al., 2006), a diferenca efetiva entre 0os grupos tratados
com os dois fluidos deve ser considerada a partir da comparacao entre a radioatividade
detectada por grama de tumor com a de um tecido que, teoricamente, ndo acumularia 0s
fluidos, como por exemplo o musculo (Figura 30). A razdo tumor/mdsculo é um
pardmetro bastante utilizado para a avaliagdo da eficiéncia de determinada substancia —
inclusive de nanoparticulas — de se acumular no tumor apds alguma via de
administracdo sistémica (Amirkhanov et al., 2010; Faintuch et al., 2011; Engle et al.,
2012).
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Neste estudo, para a via iv, a diferenca de acumulo entre tumor e musculo foi
significativa apenas para o FM (Figura 30a). Isso provavelmente ocorreu devido ao
grande desvio padrdo observado nas radioatividades detectadas nos tumores dos animais
do grupo FMCEA cujo tratamento foi iv (0,92+0,70). No entanto, a razdo
tumor/masculo para o FMCEA foi 3,09, o que é estatisticamente igual a razéo
tumor/musculo para o FM (4,02). Isso significa que ndo houve diferenca entre o
acumulo, no tumor, dos dois fluidos injetados via iv. Da mesma forma, na
administracdo ip, também ndo houve diferenca significativa entre as razdes
tumor/masculo obtidas para 0 FM (2,65) e para o FMCEA (2,46). O acimulo de ambos
os fluidos administrados via ip foi significativamente maior no tumor do que no
musculo (Figura 30b).

Esses resultados indicam que apesar de 0 FMCEA ter se mostrado promissor por
ser especifico para células positivas para 0 CEA em estudos in vitro, a conjugacdo do
anti-CEA as nanoparticulas ndo levou a um direcionamento maior do fluido ao tumor
apos administragdo sistémica.

Isso também foi verificado nos experimentos de ressonancia magnética (RM).
Camundongos portadores de tumor induzidos por células LS174T foram tratados via iv
com os fluidos FM e FMCEA em quantidades correspondentes a 500 pg de ferro por
animal e, apds 5 h, submetidos ao exame de RM. O objetivo era avaliar se a quantidade
dos fluidos acumulada no tumor permitiria que esses fossem utilizados como bons
agentes de contraste.

Em relacdo a quantidade de ferro injetada para o exame de RM, autores relatam
a utilizacdo desde 10 pg (Liu et al., 2011) ou 100 ug (Kou et al., 2008) até 400 pg
(Tomanek et al., 2011) ou mesmo cerca de 700 pg (Cho et al., 2010) para cada animal.
Considerando que Tomanek et al. (2011) e Cho et al. (2010) utilizaram as
nanoparticulas conjugada a anticorpos especificos para os tumores que estavam sendo
avaliados e obtiveram sucesso na visualizagdo do tumor por RM apos injegéo iv,
decidiu-se utilizar, neste estudo, uma concentracdo intermediaria de 500 ug de ferro por
animal. Para o exame de RM também se decidiu por um tempo menor (5 h) do que o
utilizado na contagem da radioatividade nos érgdos coletados (24 h) também com base
nos resultados de Tomanek et al. (2011) e Cho et al. (2010). Esses autores observaram
que apo6s 20 h, o acumulo das nanoparticulas no tumor ja ndo era tdo evidente como nos

tempos menores, mesmo com 0s anticorpos conjugados.
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Neste estudo, um controle positivo foi testado ao administrar-se o fluido FM via
intratumoral (Figura 31). A injecdo it do FM provocou reducdo significativa do sinal
(Tabela 11), o que era o esperado, uma vez que suas nanoparticulas de ferro sdo
magnéticas. Uma reducéo significativa do sinal também foi observada no grupo tratado
com o FM via iv (Tabela 11), indicando que o fluido utilizado neste estudo pode ser
utilizado como agente de contraste de tumores, mesmo sem estar associado a anticorpos
especificos e ap6s administracdo iv. O acumulo passivo do FM no tumor foi possivel
porque, provavelmente, o fluido apresentou um tempo de circulacdo prolongado
permitindo o efeito da retencdo e permeabilidade aumentada (efeito EPR). O efeito EPR
ocorre porque, devido a rapida proliferacio do tumor, as células endoteliais
acompanham esse crescimento acelerado, criando uma rede vascular desorganizada,
com espacos de até algumas centenas de nandmetros entre as células endoteliais, o que
facilita a difusdo de nanoparticulas no tumor. Além disso, o sistema alterado e reduzido
de drenagem linfatica nos tumores contribui para essa retencdo (Maeda et al., 2003;
Lopez-Davila et al., 2012).

No entanto, ndo foi observada reducdo do sinal ap6s a injecdo iv do FMCEA.
Nos experimentos de RM ndo houve o problema da variacao de fluido injetado, nem de
peso dos tumores entre os grupos FM e FMCEA, observados nos experimentos de
SPECT e contagem da radioatividade nos 6rgédos. Portanto, acredita-se que, além da
variacdo no tamanho das nanoparticulas dos dois fluidos, cujos efeitos no acimulo no
tumor ja foram discutidos, outro fator deve ainda ser considerado: os altos niveis
plasméticos de CEA nos pacientes com cancer colorretal positivo para esse biomarcador
(Thomson et al., 1969; Chan et al., 2010; Ng et al., 2012). O CEA difusamente
expresso e ancorado na membrana das células cancerosas pode ser clivado e alcancar a
circulacdo sanguinea diretamente ou via linfa (revisto por Conaghan et al., 2008),
desempenhando, inclusive, um papel importante no processo de formacdo de metastases
no figado (Gangopadhyay et al., 1998; Kathib et al., 2005; Tobi et al., 2011).

Apesar de varios resultados promissores no tratamento direcionado ao cancer
com quimio e radioterapicos associados ao anti-CEA (Shish et al., 1990; Behr et al.,
2002; Wong et al., 2006), Conaghan et al (2008) discutem que o fato desse antigeno
estar presente ndo apenas no tumor mas também na circulagé@o seria uma desvantagem.
Segundo os autores, 0 CEA circulante pode se ligar aos anticorpos ou imunoconjugados

terapéuticos e impedir que eles atinjam o seu alvo (tumor), atenuando as respostas
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clinicas. De fato, essa é uma possibilidade que ndo pode ser descartada no presente
estudo.

Apesar de o anti-CEA conjugado as nanoparticulas ndo ter propiciado o aumento
do acumulo das nanoparticulas no tumor, conforme foi verificado nos experimentos de
SPECT, contagem da radioatividade dos 6rgdos e RM, resultados bastante promissores
foram obtidos no modelo de cancer de mama murino 4T1.

Ap0s verificar-se que o FMCEA ndo era tdxico as células 4T1 (Figura 32), 0s
fluidos foram utilizados na administracdo ip em camundongos portadores de tumor de
mama para a avaliacdo de seu acimulo no tumor apos diferentes tempos de tratamento.

Os tumores foram coletados 1, 4, 15 e 24 h apés a injecdo ip de cada um dos
fluidos para a deteccdo de ferro ap6s coloragcdo de Perls, que marca o ferro em azul.
Dois parametros foram considerados: a frequéncia de cortes histolégicos que
apresentavam ferro em qualquer intensidade (Figura 33a) e a quantidade de ferro
(Figura 33b) em cada grupo.

Em relagdo a frequéncia de cortes com ferro, observou-se que em 1 h, existem
mais cortes com FM do que com FMCEA. No entanto, essa frequéncia se iguala em 4 h
e a partir desse ponto, ha uma diminuicao na frequéncia de cortes com FM enquanto que
esta se mantém constante para os cortes com FMCEA (Figura 33a). Da mesma forma,
embora ndo tenham sido observadas diferencas significativas entre os fluidos, a
quantidade de ferro detectada nos tumores dos grupos tratados com FM tende a diminuir
ao longo do tempo, enquanto que a detectada nos tumores do grupo tratado com
FMCEA permaneceu a mesma apds 24 h. Considerando os dois parametros, os dados
mostram que nos animais do grupo tratado com FM, as nanoparticulas chegam mais
rapido e em maior quantidade aos tumores do que no grupo tratado com FMCEA, mas
também saem e se perdem ao longo do tempo, enquanto que nos animais tratados com
FMCEA, as nanoparticulas que chegam ao tumor, apesar da menor quantidade,
permanecem nele por mais tempo.

O acumulo das nanoparticulas ndo conjugadas no tumor de mama, assim como o
observado para o tumor induzido por células LS174T, ocorreu pelo efeito EPR
conforme anteriormente discutido. Quando nanoparticulas chegam ao tumor, muitas
podem ser interiorizadas por endocitose dependente de clatrina. No entanto, elas
tambem sdo facilmente expelidas por exocitose (Chithrani & Chan, 2007). A
conjugacdo de moléculas direcionadoras e ligantes a biomarcadores tumorais pode

favorecer a interiorizagdo das nanoparticulas pelas células-alvo, conforme verificado no
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presente estudo nos experimentos de microscopia eletrénica de transmissao (Tabela 8).
Além disso, pode evitar, ou pelo menos retardar, o processo de eliminacdo das
nanoparticulas pelo tumor. Esses fendmenos foram discutidos por Farokhzad et al.
(2006) em um estudo com nanoparticulas poliméricas contendo o quimioterapico
docetaxel encapsulado e funcionalizadas com aptameros reconhecedores de PSMA, um
biomarcador de cancer de préstrata. Os autores observaram que, apds injecéo it dessas
nanoparticulas em um modelo murino de cancer de prostrata, o tumor teve uma reducgao
significativamente maior do que o observado quando nanoparticulas néo
funcionalizadas com aptameros foram injetadas pela mesma via e relacionam esses
dados com maior interiorizacdo e maior permanéncia das nanoparticulas conjugadas no
tumor.

Neste estudo, os resultados do modelo in vivo de cancer de mama murino
também sugerem que as nanoparticulas do FMCEA permanecem mais tempo no tumor
do que as do FM, mesmo apos injecdo ip. Isso é bastante promissor para um sistema de
entrega de drogas e revela que o FMCEA pode ser um importante carreador de drogas
quimioterapicas. No entanto, esses resultados também mostraram que o FMCEA se
acumula no tumor em menor quantidade do que o FM. Isso pode ter ocorrido devido a
alguns fatores, conforme discutido anteriormente, como o tamanho das nanoparticulas
desse fluido e a presenca de CEA circulante.

Mais estudos podem ser desenvolvidos para a superacdo dessas limitaches e
obtencdo de um fluido altamente especifico para cancer de intestino e de mama, que
pode ser utilizado como um potente teragndstico, uma vez que o FMsCEA associa dois
tipos possiveis de direcionamento: 0 magnético e o biolégico. Além de apresentar
potencial como carreador de drogas e agente de magnetohipertermia, este trabalho
mostrou o seu potencial também como agente de contraste na tomografia
computadorizada (Figura 16) e na ressonancia magnética (Figura 31 e Tabela 11), além
de poder ser conjugado a um elemento radioativo para diagnéstico por imagem (Figuras
20-23).
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Com base nos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

1. As células LS174T e 4T1 expressam o CEA e podem ser utilizadas como
interessantes modelos tumorais na avaliacdo de nanomateriais com especificidade para

esse antigeno;

2. A amostra de fluido magnético composto de nanoparticulas de maghemita

cobertas com DMSA (FMs) utilizada neste estudo pode ser considerada biocompativel;

3. A eficécia da conjugacdo do anticorpo anti-CEA as nanoparticulas magnéticas
foi confirmada por espectroscopia Raman, que evidenciou a ligagdo amida entre o grupo

carboxil do DMSA e o grupo amina do anticorpo;

4. As nanoparticulas do FMsCEA apresentaram diametro hidrodinamico médio

de 500 nm e potencial zeta de -38 mV;

5. O fluido com nanoparticulas conjugadas ao anti-CEA (FMsCEA)

desenvolvido neste estudo mostrou, in vitro, especificidade as células-alvo;
6. O FMCEA ndo foi citotoxico para as células LS174T e 4T1;

7. O figado, os rins e 0 bago sdo os principais 6rgdos onde as nanoparticulas
conjugadas ou ndo ao anti-CEA se acumulam ap0s a injecdo intravenosa. Entretanto,
apos injecdo intraperitoneal, os rins sdo 0s principais 6rgdos de acumulo dessas

nanoparticulas;

8. A conjugacdo do anti-CEA as nanoparticulas ndo possibilitou maior acimulo
das mesmas nos tumores induzidos por células LS174T ou 4T1 ap6s injecdo intravenosa
ou intraperitoneal. No entanto, possibilitou a permanéncia das nanoparticulas por maior

periodo de tempo no tumor induzido por células 4T1;

9. O fluido magnético utilizado neste estudo se mostrou adequado para
metodologias de imagem, pois promoveu contraste nas técnicas de tomografia
computadorizada e ressonancia magnética, além de se mostrar adequado para
tomografia computadorizada por emissao de foto Unico, apos conjugacdo com elemento

radioativo.
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Tendo-se comprovado que o fluido magnético com nanoparticulas conjugadas
com anti-CEA (FMCEA) desenvolvida neste estudo é especifico para células-alvo em
experimentos in vitro, permanece no tumor por mais tempo do que o fluido com
nanoparticulas sem anticorpo (FM) e apresenta potencial para ser utilizada em técnicas
de diagndstico por imagem, mais estudos devem ser realizados com o objetivo de (i)
elucidar os fatores que impossibilitaram que o FMCEA chegasse ao tumor de forma
mais eficaz do que o FM, visando ao aumento do acimulo do FMCEA no tumor e (ii)

avaliar a utilizacdo do FMCEA em diferentes tipos de terapias contra o cancer.
Nesse sentido, pretende-se dar continuidade a esta linha de pesquisa de modo a:

1. desenvolver uma nova amostra de fluido magnético cujas nanoparticulas

sejam conjugadas a um anticorpo anti-CEA monoclonal murino;

2. avaliar a interferéncia do tamanho das nanoparticulas e do nivel de CEA

sérico no acumulo do FMCEA no tumor;

3. avaliar o uso do FMCEA na detec¢cdo de tumores, por meio de tomografia

computadorizada;

4. avaliar a utilizacdo do FMCEA como sistema de entrega de drogas e na

magnetohipertermia.
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