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Resumo

O céancer de mama € o principal fator de morte nos paises desenvolvidos e esta em
segundo lugar nos paises em desenvolvimento, sendo 0 mais comum entre as mulheres.
Com o aumento da incidéncia do cancer de mama e suas limitacOes terapéuticas, faz-se
necessario uma busca por alternativas. Assim, a nanobiotecnologia estd a progredir
rapidamente, de modo a contribuir na resolucdo das limitagdes observadas na terapia
convencional. O citrato de rodio 1l [Rhy(Hzcit)4], um composto metalico, descrito como
um analogo a cisplatina pertencente a familia dos carboxilatos de rodio, apresentou
atividade antitumoral em carcinoma ascitico de Ehrlich, entretanto possui sua atividade
limitada devido a sua toxicidade. Portanto, a associacdo do citrato de rodio (1) a
nanoparticulas magnéticas [Magh-Rh,(H.cit)s], representa uma estratégia terapéutica
que pode reduzir a toxicidade do citrato de rodio e, assim, melhorar sua agdo
terapéutica. Um dos fatores relacionados a progressdo desta doenca relaciona-se ao
processo de degradacdo da matriz extracelular. Células tumorais tem a habilidade de
obter as condicBes necessarias para crescer e sobreviver, promovendo processos de
degradacdo de proteinas da matriz extracelular, como a laminina e fibronectina. O
objetivo deste trabalho foi verificar se os tratamentos com Rhy(H.cit);, Magh-Cit e
Magh-Rh,(Hzcit), possuem alguma influéncia na modulacdo da expressao das proteinas
laminina e fibronectina. Foram injetadas células da linhagem de carcinoma mamario
4T1 para o estabelecimento do tumor na mama de camundongos BALB/c fémeas. Ap6s
14 dias, os animais foram tratados com Rhy(Hycit), livre (8 mg/kg), Magh-Rhy(H.cit),
(8 mg/kg de citrato de roédio e 216 mg/kg de ferro) e nanoparticulas de maghemita
(Magh-Cit) (216 mg/kg de ferro), por administracdo intratumoral. Os tratamentos foram
realizados a cada dois dias, totalizando cinco aplicacGes. Os pesos dos animais nao
foram alterados com os tratamentos. Nos pardmetros bioquimicos houve uma reducéao
significativa de transaminase piravica nos animais controle com tumor e tratados com
Magh-Rhy(H,cit)s. Nos pardmetros hematoldgicos foi observada uma redugdo do
volume plaquetario médio nos animais tratados com Magh-Cit e Magh-Rh,(Hzcit), e
um aumento significativo na contagem de leucocitos nos tratamentos com Magh-Cit e
Rh,(H.cit),. Nao foram observadas diferencas significativas no volume e peso do tumor.

Quanto a genotoxicidade, foi observado um aumento significativo da fragmentagdo do
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DNA e um aumento na proporcdo de células que se encontravam na fase G1 dos
animais com tumor que ndo receberam tratamento. A expressao das proteinas laminina e
fibronectina, foi analisada por imunohistoquimica e ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos. Os genes codificantes de laminina e fibronectina
analisados por RTQ-PCR, ndo apresentaram amplificacdo, possivelmente por ter uma
baixa quantidade de transcritos, portanto, ndo sendo possivel sua deteccdo. Os
tratamentos ndo produziram uma reducdo significativa no tumor. Acredita-se que com o
ajuste adequado da dose, essas composi¢des podem apresentar um potencial terapéutico

para o cancer de mama.

Palavras-chave: Céancer de mama; citrato de rodio (11); nanoparticulas de maghemita;

nanotecnologia; BALB/c; fibronectina; laminina; imunohistoquimica.
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Summary

Breast cancer is the leading factor of death in developed countries and is on the second
place in developing countries, and the most common among women. To the increased
incidence of breast cancer and its therapeutic limitations it is necessary a search for
alternatives. Thus, nanobiotechnology is progressing rapidly in order to solve these
limitations of conventional therapy. The rhodium (Il) citrate [Rhay(H,cit)s], a metal
compound, described as a cisplatin analogue belonging to the family of the carboxylates
of rhodium showed antitumor activity in Ehrlich ascites breast carcinoma, however, it
has limited activity due to its toxicity. Therefore, the association of rhodium (I1) citrate
with magnetic nanoparticles [Magh-Rh,(H.cit)4] could represent a therapeutic strategy
that can reduce the toxicity of rhodium citrate and improve a therapeutic action. One of
the factors related to the progression of this disease is the process of extracellular matrix
degradation. Tumor cells have the ability to obtain the necessary conditions for growth
and survival, promoting the degradation processes of extracellular matrix proteins, such
as laminin and fibronectin. The objective of this study was to determine if the
treatments with, Rhy(H.cit);, Magh-Cit and Magh-Rh,(H.cit), have some influence in
modulating the expression of laminin and fibronectin proteins. 4T1 mammary
carcinoma cells were used for establishing the tumor breast in BALB/c mice. After 14
days, animals were treated with free rhodium (1) citrate, rhodium (II) citrate loaded
maghemite nanoparticles and maghemita nanoparticles by intratumoral administration.
Treatments were carried out every two days, a total of five applications. The animal
weights were not changed with the treatments. Biochemical parameters had a significant
reduction of pyruvic transaminase in control animals with tumor and treated with Magh-
Rhy(Hacit),. Hematological parameters has a reduction in mean platelet volume in
animals treated with Magh-Cit and Magh-Rh,(Hzcit), and a significant increase in
leukocytes count in the treatments with Magh-Cit and Rhy(H.cit), was observed. No
significant differences in the volume and weight of tumors were observed. About
genotoxicity, there were a significant increase in DNA fragmentation and an increase in
the proportion of cells that were in the G1 phase of the non-treated animals. The
expression of laminin and fibronectin proteins was analyzed by immunohistochemistry
and no significant differences were observed between groups. The laminin and

fibronectin genes, analyzed by RTg-PCR, showed no amplification, possibly by having



low amount of these transcripts, so it was not possible to detect. The treatment did not
produce a significant reduction in the tumor. It is believed that with appropriate dose

adjustment, these compositions may have a therapeutic potential for breast cancer.

Keywords: Breast cancer; rhodium (Il) citrate; maghemite nanoparticles;

nanobiotechnology; BALB/c; fibronectin; laminin; immunohistochemistry.



Indice de Figuras

Figura 1 - Estimativa de novos casos de cancer no mundo em homens e mulheres em

2004 e — e e e h et —e e e e e e aaa e e areeeanreeeanns 1
Figura 2 — Anatomia da MaM@........cccueiieiirieiieie et sre e eas 3
Figura 3 - Caracteristicas COMUNS NO CANCEN...........cccvevereerieiieseesie e esiesee e eeesraesseeeens 4
Figura 4 - Fases do CiClO CElUIAN...........coviiiiie e 5
Figura 5 — Estrutura molecular do citrato de rodio (11).........ccccevovviviiriiviieienesennen 8

Figura 6 — Representacdo esquemaética do tratamento passivo em tecido tumoral
associado ao efeito de permeabilidade e retencdo aumentada.............cccccvevveieiiennnnn 10

Figura 7 - Esquema da associacdo quimica de uma nanoparticula de maghemita com

uma molécula de citrato de rOdio (1).......ccocoveiiiiiiieiee e 11
Figura 8 - Cascata MELASTALICA. ........cevverieeieieee e 13
Figura 9 — INVasao CElUIAr............coviiiie e 15

Figura 10 — Fluxograma com os elementos que comp&em a matriz extracelular.......16

Figura 11 - Componentes da Matriz extracelular e alguns de seus mecanismos de

regulacao de processos celulares e transducao de SINAIS .......cevververeeieerieeieneene e 17
Figura 12- Dominios estruturais da Laminina...........ccccceeveiieieiieieeie e 19
Figura 13 - Estrutura da molécula dimera de fibronectina e seus dominios.................... 22
Figural4 - Desenho esquematico da metodologia utilizada...........ccccceeevivviniiniienienne 27

Figura 15 - Aglomerado de nanoparticulas de Magh-Rhy(Hqcit), visualizadas por

microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) apresentando morfologia esférica.......... 30
Figura 16 - Dados do diametro hidrodinamico das particulas Magh-Rh,(Hocit),........... 30
Figura 17 — Dados do potencial zeta das nanoparticulas de Magh-Rh,(H.cit),............. 31

Figura 18 - Imagem ilustrativa do perfil eletroforético em gel de agarose a 1% corado

com brometo de etidio (0,5 pg/mL) do RNA total extraido do tecido tumoral e da mama

010 14 | OSSP URURPRPRRR 36
Figura 19 - Amplificagdo dos primers dos genes Laminina e Fibronectina.................. 38
Figura 20 — Representagdo do método de decomposiGao de COreS.........ccvvvervvreenenne 42

Figura 21 - Peso corpoéreo dos camundongos ao longo do experimento......................... 45
Figura 22 - Efeito dos tratamentos sobre 0 volume do tumor..........c.cccoecvevveiieeciecnnns 46

Figura 23 - Fotografia dos tumores de carcinoma mamarios dos diferentes grupos
EXPEIIMEBNTAIS. ..ottt sttt e bbbttt b et e b et e b e bbb e 47

Figura 24 - Efeito dos tratamentos sobre 0 peso do tUMO..........ccovreriinereincrceeens 48



Figura 25 - Valores bioguimicos da creatinina dosada no soro de camundongos
portadores de carcinoma mamario tratados com Rhy(Hqcit);, Magh-Cit e Magh-
RN2(H2CIE) 401ttt b et eer e eere e 52
Figura 26 - Valores bioguimicos de transaminase piravica dosada no soro de
camundongos portadores de carcinoma mamario tratados com Rhy(Hxcit);, Magh-Cit e
MaGN-RN2(HCIT) 4. ettt sttt 53
Figura 27 - Fotomicrografia de tecido mamaério de camundongos fémeas BALBI/c.....54
Figura 28 - Fotomicrografias comparativas da histologia de carcinoma mamario de
camundongos FEMEas BALBIC..........coviiiiiiiece e 56
Figura 29 - Fotomicrografia da histologia de carcinoma mamaério de camundongos
fémeas BALB/c tratados com MaghRN2(HaCit)4.....ccvevveriviieiieieiie e, 57
Figura 30 - Fotomicrografias da histologia de carcinoma mamario de camundongos
fémeas BALBI/c tratados com Rhy(HaCit)s (1) HVIe...ccvoivveiiceeeee e 58
Figura 31 - Fotomicrografias da histologia de carcinoma mamario de camundongos
fémeas BALB/c tratados com Magh-Cil...........cccooiiiiiiiiiiicee e 59
Figura 32 - Fotomicrografias da histologia de carcinoma mamario de camundongos
fémeas BALB/c controle com tumor (SaliNa)...........cccevveieiieieeieiie e 60
Figura 33 - Efeito dos tratamentos com Rh,(Hxcit);, Magh-Rh,(Hcit); e Magh-Cit na

proliferacdo de células da medula GSSEa. ..........cccoveiriierieineee e, 61
Figura 34 - Efeito dos tratamentos com Rhy(Hqcit)s, Magh-Rhy(Hzcit); e Magh-Cit
sobre a fragmentacdo do DNA em células da medula 0Ssea............cccevvevreiveiiesieenenne. 62

Figura 35 - Fotomicrografias de carcinoma mamério de camundongos BALB/C
submetido a marcacdo imunohistoquimica para avaliacdo da expressdo da proteina
FIDFONECTING. ...ttt 63
Figura 36 - Percentuais de células tumorais positivamente imunomarcadas para
avaliacdo da expressdo da proteina fibronectina em carcinoma mamaério de
camundongos BALB/C do grupo controle com tumor (salina) ou tratados com Magh-
Rhy(Hacit), Magh-Cit 0U R2(HoCit) 4 ..vveiveeiiiiccieccece e 64
Figura 37 - Percentuais de area da matriz extracelular positivamente imunomarcada para
avaliacdo da expressdo da proteina fibronectina em carcinoma mamaério de
camundongos BALB/C do grupo controle com tumor (salina) ou tratados com Magh-
Rhy(Hacit), Magh-Cit 0U RN2(H2CI) 4 .evveivreieciieiieeieseee e 64

Xii



Figura 38 - Fotomicrografias de carcinoma mamario de camundongos BALB/C
submetido a marca¢do imunohistoquimica para avaliacdo da expressdo da proteina
o0 0T LT - TSP 65
Figura 39 - Percentuais de células tumorais positivamente imunomarcadas para
avaliacdo da expressdo da proteina laminina em carcinoma mamario de camundongos
BALB/C do grupo controle com tumor (salina) ou tratados com Magh-Rh,(Hzcit),
Magh-Cit OU RN2(H2CIT)4 eeveeiieiieiiiecieee sttt 66
Figura 40 - Percentuais de area da matriz extracelular positivamente imunomarcada para
avaliacdo da expressdo da proteina laminina em carcinoma mamario de camundongos

BALB/C do grupo controle com tumor (salina) ou tratados com Magh-Rh,(Hzcit),

Magh-Cit OU RN2(H2CIT)4 veveeirerieiiieceee ettt sne e 66
Figura 41 - Curva de amplificacdo dos primers de Fibronectina e RPS9 por RT-
0] =X TSR RP TR PSRRI 67

Figura 42 - Curva de amplificagdo dos primers Laminina e RPS9 por RT-qPCR.......... 68

xiii



Indice de Tabelas

Tabela 1 - Cadeias da laminina e localizagdo nos teCidos...........ccccvevveviereiiieseere e, 20
Tabela 2 - Materiais utilizados N0S EXPErMENTOS..........ccoveieiereieieeee e 28
Tabela 3 - Concentragdo de rédio (11) e de ferro nas solugdes estoques de Rhy(Hqcit), ,
Magh-Rha(HaCit)4€ Magh-Cit.......cc.ociiiieiicc e 33
Tabela 4 - Distribuicdo dos limites minimos e maximos para a construcdo dos
oligonucleotideos SeguNAO 0 PArAMELIO.........coueeiiiirieiei e 37
Tabela 5 - Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para a amplificagdo do RNAm
relativo aos genes Fibronectina, Laminina e RPSO............cccoveviiii v 39
Tabela 6 - Eritrograma de camundongos BALB/c fémeas portadores de carcinoma

mamario tratados via intratumoral com Rhy(Hacit);, Magh-Rh,(Hcit), e Magh-

Tabela 7 - Plaguetograma de camundongos BALB/c fémeas portadores de carcinoma
mamario tratados via intratumoral com Rh,(Hxcit)s, Magh-Rh,(H.cit), e Magh-Cit......50
Tabela 8 - Leucograma de camundongos BALB/c fémeas portadores de carcinoma
mamario tratados via intumoral com Rh,(H.cit),, Magh-Rh,(H.cit), e Magh-Cit.......... 51

Xiv



Lista de Abreviaturas e Siglas

ALT
BSA
cDNA
CHCM
DAB
DMEM
DNA
dNTPs
EDTA
EPR
FN
HCM
HCT
HGB
IDT
IHQ
INCA
LN
Magh-Cit
Magh-Rhy(Hycit)4
MEC
MET
MMP
mV

Pb

PBS
Pdl

Pl

PLT
RBC
Rhy(Hacit)4

Alanina aminotransferase

Albumina sérica bovina

DNA complementar

Concentracdo de hemoglobina corpuscular média
Diaminobenzidina

Dulbecos’s modified Eagle’s médium
Acido desoxirribonucleico
Desoxirribonucleotideo trifosfato
Acido etilenodiaminotetracético bipotéssico
Permeacédo e retencdo aumentadas
Fibronectina

Hemoglobina corpuscular média
Hematdcrito

Hemoglobina

Integrated DNA Technologies
Imunohistoquimica

Instituto Nacional do Cancer
Laminina

Nanoparticulas de maghemita
Nanoparticulas de maghemita associadas ao citrato de rodio (1)
Matriz Extracelular

Microscopia eletronica de transmisséo
Metaloproteinases

Milivolts

Pares de base

Tampao fosfato salino

indice de polidisperséo

lodeto de propideo

Numero de plaquetas

NUmero de hemacias

Citrato de rodio (1)

Xv



RT-gPCR
SFB
TEM
TGP
UTDL
uv
VCM
VPM
WBC

Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real
Soro fetal bovino

Transicao epitélio mesenquimal

Transaminase piruvica

Unidade terminal ducto-lobular

Ultravioleta

Volume corpuscular médio

Volume plaquetario médio

Leucdcitos totais

XVi



SUMARIO

I 1 oo U o= o TSR 1
1.1 Céncer de mama: Epidemiologia e inCIidéncia............ccccevveveeieenesiesecsie e 1
1.2 Mama sadia e progressao d0 CANCEN........ccveieeiveereesiesieere e e see e sre e 2
1.3 CICIO CRIUIAT. ...t 5
1.4 Terapéuticas convencionais e suas limitagoes............cevvevvererenenieneseneenen, 6
1.5 Uso de compostos metalicos como quimioterapicos..........ccoveevvereeeruenns 7
1.6 NanobioteCnOlOgia. ........coviiriiieieee e 8
1.7 Nanoparticulas magnétiCas..........c.cuoerrireneieniinesese s 10
1.8 Associacdo de nanoparticulas magnéticas ao citrato de rédio (11)................. 11
1.9 MIBLASTASE. ...ttt bbb bbb 12
1.10 Matriz extracelular e suas interaces com as células tumorais................... 16
I =31 T o TSSOSO RPTPPTRTRURIN 19
1.12 FIDIONECHING. ... ccveeieieeie ettt sre e e 22
2. JUSTITICALIVA. ...ttt et be e e e sreeeeenee e 25
3L ODJBEIVOS. ...t bbb 26
3.1 ODJELIVO GIAL.....c.eieiiieiiieee e 26
3.2 ObjetivoS ESPECITICOS. ......cvruiirrieiiiieieicsieriees e 26
4, MateriaiS € IMETOUOS ........ccviiiiiieiee e et 27
4.1 Amostras de citrato de rodio (I1) e dos fluidos magnéticos associados......... 29
4.2 CUIUIE CEIUIAN......cviei e 31
4.3 ANIMAIS. . .c.eiee ittt sttt e et et nbe st teanenreas 32
4.4 Inoculagdo de CElulas tUMOFAIS. .........coveiririeiieree e, 32
4.5 TrAAMENTO. .. eeieiiiieiiet ettt e st e s be e e br e e neeeeanes 32
4.6 Coleta de material biol6gico dos camundongos...........ccoverveereriereresereeennns 33
4.6.1 Coleta de amostras para analise hematoldgica e bioquimica.......... 34
4.6.2 Coleta do tUMOr € MaAMA........oiiriieiiiie e 34
4.6.3 Coleta da medula BSSEa..........cccveveierieieieie e 35
4.7 Analise da expressdo dos genes Fibronectina e Laminina...............cccceeu.e. 35
4.7.1 Extragéo e quantificagdo de RNA..........cccviiiiiniinie e 35
4.7.2 Sintese do DNA cOmMPIEMENTar..........cccovvieiinieiiieese e 36

XVii



4.7.3 DeSenn0 dOS PrIMETS......ccuiiiieieieriesiesieeee e 37

4.7.4. Validagdo dos primers por meio de PCR qualitativo.................... 38
4.7.5 Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real......... 39
4.8 MICIOSCOPIA OLICA.....veeveivieieeiecie e se e e et ra e nee s 39
4.9 IMUNONISTOQUIMICAL ......veivieiicie e 40
4.10 Avaliacdo genotoxica de células da medula 6ssea por fragmentacdo de
DNA € CICIO CRIUIAT. ...t 43
4.11 ANAliSeS EStAtiSTICAS. .....eivveierieiiie et 43
. RESUITATOS. .....ve ettt sttt e e st e e e e seesneesteeneenreenneeneens 45
5.1 ANALISES CHINICAS......ccvveiieieieie et 45
5.1.1 Avaliacdo do peso dos camundongoS.........c.ecvereereerieereeseeseeeneennes 45
5.1.2 MensuraGao do tUMOF...........cccveieiieieere e se e 46
5.2 Analises hematoldgicas e bioquimICas...........ccceeveiveiieve i 48
5.2.1 Testes hematolOQiCOS. .......ccccveieiieiiecie e 48
5.2.2. Testes DIOQUIMICOS......cccuciieieiie e 51
5.3 Analises histopatolOgiCas..........ccccvveieeiieiieiice e 53
5.4 Anélises do ciclo celular e fragmentacdo do DNA de células da medula
(01T TP UP R OUPRTOPPRPPRN 61
5.5 IMUNONISTOQUIMICA. .....eveeeiiite e 62

5.6 Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real — RT qPCR....67

B. DISCUSSBO. ...ttt etttk bbbt b bbbt b bbbt n s b 69
7. CONCIUSOES € PEISPECLIVAS. ... eeiveevieiiieiie et see st ee sttt te e sae e e steeaesaeenae s 78
8. Referéncias BibliografiCas..........ccocoviiiiiiciiicc e 79
0. ANIEXO. .t 91

XViii



1. Introducao

1.1. Cancer de mama: Epidemiologia e incidéncia

O cancer é um conjunto de doencas que tém em comum O crescimento
desordenado de células, resultando na formagdo de um novo tecido chamado de tumor
(ROBBINS & COTRAN, 2010). Este tumor é classificado em benigno, quando as
células sdo parecidas com as do tecido de origem e se multiplicam de forma mais lenta,
ou maligno, quando invadem os tecidos adjacentes, as células tendem a se dividir
rapidamente de forma agressiva e descontrolada. Segundo o Instituto Nacional do
Céancer, em 2014, estima-se que ocorram 576 mil novos casos de cancer. As taxas de
mortalidade continuam elevadas, muito provavelmente porque a doenca é diagnosticada
ja em estagios avancados. Na populacdo mundial, a sobrevida média apos cinco anos do
diagnostico da doenca é de 61% (INCA, 2014).

Estimativas para 2014 indicam aumento no numero de novos casos das
neoplasias de prostata, traqueia, brénquio, pulméo, cdlon/reto e estdmago, em homens,
e das neoplasias de mama, colon/reto, colo do utero, traqueia, bronquio e pulméo, em

mulheres, em abrangéncia mundial (Figura 1).
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Colon e Reto 19070 5.0% ' i.,f Colo do Utero 15.540 5.7%
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*Nimeros arredondados para 10 ou mltiplos de 10.

Figura 1 - Estimativa de novos casos de cAncer no mundo em homens e mulheres em 2014. INCA (2014).



O cancer de mama, atualmente, é o tipo de neoplasia mais comum entre
mulheres, sendo o principal fator de morte por cancer em paises desenvolvidos e 0
segundo maior responsavel em paises em desenvolvimento (INCA, 2014). Alguns
fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de mama sao bem conhecidos, como:
género, envelhecimento, fatores relacionados a vida reprodutiva da mulher,
predisposicdo genética, doenga benigna prévia, consumo de &lcool, excesso de peso,
sedentarismo, exposic¢do a radiacdo ionizante e alta densidade do tecido mamaério (razéo
entre o tecido glandular e o tecido adiposo da mama), sendo 0s quatro primeiros 0s mais
fortes e consistentes fatores de risco (MCPHERSON et al., 2000; TRICHOPOULOS et
al., 2008).

A idade continua sendo um dos fatores mais importantes. As taxas de incidéncia
desta doenca aumentam rapidamente ap6s os 50 anos. Em 2014, séo estimados 57.120
novos casos de cancer de mama no Brasil. No Distrito Federal, para 2014, sdo
estimados 920 novos casos de cancer de mama. Além disto, os atuais padrbes de vida
adotados em relagdo ao trabalho, nutri¢cdo e consumo em geral, expdem os individuos a
fatores ambientais mais agressivos, relacionados a agentes quimicos, fisicos e
bioldgicos resultantes de um processo de industrializacdo cada vez mais intenso.
Todavia, nos ultimos 40 anos, a sobrevida vem aumentando em paises desenvolvidos,
correspondendo a cerca de 85% enquanto, nos paises em desenvolvimento, permanece
com valores entre 50% e 60% (INCA, 2014).

1.2. Mama sadia e progressao do cancer

Para compreender melhor a origem e progressdo do cancer de mama, é
necessario entender como é organizada a estrutura e o tecido glandular da mama
normal.

A mama humana normal é um complexo de ductos ramificados a partir do
mamilo, os quais se estendem para um estroma formado por tecido adiposo e tecido
conjuntivo fibroso. As glandulas mamarias ndo estdo completamente desenvolvidas ao
nascimento e é na fase da puberdade feminina que acontece a ramificacdo do sistema
ductal. O sistema ductal ramificado da mama ¢ dividido em dois grupos: a unidade
terminal ducto-lobular (UTDL) e os grandes ductos (Figura 2). O l6bulo mamario

representa a porgdo secretoria da glandula e, por isto, é considerado a unidade anatomo-



funcional da mama (SCHIMITT & GOBBI, 2006; JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2013).
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Figura 2 — Anatomia da mama. ARAUJO (2012).

Os l6bulos e ductos da glandula maméria séo revestidos internamente por dois
tipos de células epiteliais: as células luminais e as mioepiteliais, sendo que ambas estdo
apoiadas em uma lamina basal. As células luminais comp6em a camada mais interna da
glandula maméria e sdo células com capacidade de secrecdo e absor¢do de fluidos. Estas
células expressam citoqueratinas, proteinas relacionadas ao leite e receptores para o
estrogeno. As células mioepiteliais formam a camada mais externa da glandula mamaria
e estas mostram diferenciacdo miofibrilar e estdo envolvidas na regulacdo da polaridade
das células luminais, na morfogénese do ducto mamario, na producdo de componentes
da lamina basal e na ejecao do leite durante a lactacdo. Entre as células do mioepitélio e
a camada luminal, estdo presentes celulas multipotentes e células progenitoras, que
estdo envolvidas na regeneracdo da glandula mamaria (SCHMITT & GOBBI, 2006;
CICHON et al., 2010).



Os tumores sdo denominados de acordo com o nome do tecido de onde se
originam. Assim, a maioria dos canceres de mama sédo denominados carcinomas, por
terem origem epitelial. (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014).

O carcinoma mamario pode ter alteracGes na expressdo de genes que regulam
funcBes essenciais como proliferacdo, morte e diferenciacdo celular. A célula que sofre
mutacdo pode adquirir vantagem seletiva e passar por uma expansao clonal, sendo que
cada uma de suas células-filhas tem o potencial de adquirir novas alteracdes
moleculares. Os sucessivos eventos de alteracdo molecular, selecdo e expanséo clonal
levam a um acumulo de modificagcdes genéticas e epigenéticas, induzindo a progressao
tumoral (AXELROD et al., 2006). As células neoplésicas apresentam caracteristicas
especificas ao final do processo de evolugdo tumoral, como: 1) sustentacdo da
proliferacdo celular, 2) evasdo de supressores de crescimento, 3) resisténcia a morte
celular, 4) potencial replicativo ilimitado, 5) inducdo da angiogénese, 6) invasdo
tecidual e metastase, 7) evasdo do sistema imune, 8) desregulacdo do metabolismo
energético da célula, 9) inflamacéo, 10) instabilidade gendmica e mutacdo (HANAHAN
& WEINBERG, 2011) (Figura 3).
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Figura 3 - Caracteristicas comuns no cancer. Adaptado: HANAHAN & WEINBERG (2011).



1.3. Ciclo celular

A replicacdo das células e estimulada por fatores de crescimento ou por
sinalizacdo dos componentes da matriz extracelular, por meio das integrinas. Para
conseguir fazer a replicacdo e divisdo do DNA, a célula passa por varios eventos
estritamente controlados chamados de ciclo celular, o qual consiste nas fases pré sintese
(G1), sintese de DNA (S), pré-mitética (G2) e mitética (M). As células quiescentes, que
ndo entraram no ciclo celular, estdo no estado GO (ROBBINS & COTRAN, 2010)
(Figura 4).

3 :
Duplicagdo cromossémica /S | ) O Gs

Conirole de daro JE&y, o Controla de DNA
ao DNA (ponio — ! dgmhcad_o ou
de controle G1/5)  / . nao duplicado
' % | (ponto de
\ " controle G2/M)
) o1
Ponte de restrigdo —— =9/
- ‘M Miose
Duplicagao do centrassomo AN Wil
/ v 5
Crescimento gm massa 7\ a k i =
L | ) s )

Divisao
S A celular
Gy |

©

Figura 4 - Fases do ciclo celular. ROBBINS & COTRAN (2010).

Para cada fase do ciclo celular acontecer é necesséria a ativacdo apropriada e a
finalizacdo da fase anterior, e, quando um gene essencial para 0 processo se encontra
deficiente, o ciclo se interrompe. Ha diversos mecanismos de controle da integridade do
ciclo celular chamados de pontos de checagem (checkpoints) que certificam a
ocorréncia de lesdes no DNA/cromossomo e se as condigdes celulares estdo adequadas
para: 1) acontecer a transicdo da primeira fase de intervalo do ciclo celular (G1) para a
fase S; 2) para manter a integridade do DNA durante a replicagdo por meio do ponto de
checagem na fase S; 3) realizar a transicdo do segundo intervalo do ciclo celular (G2),
para a fase de mitose (M); 4) fazer a transicdo da metafase para anafase, dentro da fase



M e 5) manter a integridade da célula na citocinese ao final da mitose (GOTO et al.,
2013).

Quando uma lesdo no DNA ¢ detectada pelos pontos de checagem, € ativado um
controle que retarda o ciclo e desencadeia mecanismos de reparo. Se a lesdo for grave
para ser reparada, as células entram em apoptose ou em senescéncia replicativa
(ROBBINS & COTRAN, 2010).

1.4. Terapéuticas convencionais e suas limitacgoes

As terapéuticas convencionais para o tratamento do cancer de mama tais como a
cirurgia, quimioterapia, radioterapia e hormonioterapia, apresentam relativa eficiéncia
apenas quando o cancer é diagnosticado precocemente (BERGMANN et al., 2000).
Quando o tumor é detectado em estagios iniciais, ou seja, estd somente na mama ou em
alguns casos em mulheres com nodulo-positivo para cancer de mama, a cirurgia é um
tratamento bastante utilizado. Porém, alguns vestigios ndo detectados de tecido tumoral
podem permanecer no corpo do paciente e, caso ndo seja feito o tratamento adjuvante,
ha o risco de recorréncia do tumor (CTSU, 2005). Nos casos de metéstase, esta terapia
ndo € possivel, pois as células neoplasicas tém uma localizacéo dispersa, 0 que também
limita uma resposta a agentes antitumorais sistémicos. Entender os caminhos e as
interacOes dindmicas desta doenca ajudara a identificar alvos moleculares promissores
para a terapia do cancer e os principais obstaculos ao seu desenvolvimento clinico.
Entdo, acredita-se que a chave para um tratamento eficaz para o cancer depende do
desenvolvimento de métodos para prever a agressividade do tumor metastatico do
paciente e os locais de invasdo, assim como identificar e tratar micrometastases
clinicamente assintomaticas ou imperceptiveis (VALASTYAN, 2011).

Uma das limitacBes dos quimioterapicos convencionais ocorre devido ao fato
destes induzirem toxicidade tanto em células tumorais, quanto em células normais,
causando toxicidade sistémica. Devido a baixa especificidade dos quimioterapicos, ha
uma distribuicdo em tecidos ndo alvo e isto requer maior quantidade na administracao
dos farmacos, o que na maioria das vezes ndo € possivel devido a alta toxicidade, o que
demanda o desenvolvimento constante de alternativas terapéuticas que possibilitem o
tratamento da doenca de uma forma menos invasiva e mais efetiva (GU et al., 2007
DHANKHAR et al., 2010).



1.5. Uso de compostos metalicos como quimioterapicos

Dentre os quimioterdpicos conhecidos, destacam-se 0s compostos por metais.
Estes foram conhecidos anteriormente ao século XVI, porém, permaneceram em
esquecimento até 1960, quando a atividade antitumoral do complexo inorganico cis-
diaminodicloroplatina (I1) (cisplatina) foi descoberta. O mecanismo de acdo da
cisplatina estd relacionado a sua capacidade de induzir morte celular por meio da
formacdo de ligacbes covalentes cruzadas entre as guaninas do DNA, causando
distorcdes na sua estrutura de dupla hélice e impedindo processos como a transcricdo e
replicacdo do DNA, levando a citotoxicidade (WING et al., 1984; KATSAROS &
ANAGNOSTOPOULOQOU, 2002; PASETTO et al., 2006).

A cisplatina é uma das drogas mais utilizadas atualmente no tratamento de
varios tipos de cancer, porém seu sucesso clinico € limitado por induzir severos efeitos
adversos e também pela capacidade de resisténcia adquirida ou intrinseca das células
tumorais (ZHANG & LIPPARD, 2003; ZHAO & LIN, 2005).

A necessidade de descoberta de novos complexos metalicos com atividade
citotoxica semelhante a da cisplatina implica em melhor eficacia na terapéutica e menor
toxicidade da droga. Assim, os carboxilatos de rodio (1) (férmula geral (Rhy(O,CR),)
tém sido estudados desde 1972, procurando superar estas desvantagens. Acredita-se que
os carboxilatos de rodio possuam atividade antitumoral similar a cisplatina, causando
danos ao DNA (SOUZA et al., 1996; KATSAROS & ANAGNOSTOPOULOU, 2002).

A maioria dos carboxilatos de rodio causam efeitos toxicos e hd uma dificuldade
de solubiliza-lo em &gua, 0 que torna seu uso limitado e diminui o interesse de
pesquisas com estes compostos. Entretanto, estratégias estdo sendo estudadas para
aumentar a solubilidade dos carboxilatos de rédio (I) em &gua, como ligantes
compostos por um grupo hidrofilico em posi¢6es opostas na molécula, como é o caso do
citrato de rodio (11) (SOUZA et al., 1996; NOTHENBERG, 2000).

O citrato de rodio (1), cuja formula molecular é Rhy(Hxcit)4, é constituido por
quatro moléculas de citrato e dois atomos de rédio ligados a duas moléculas de agua na
posicdo axial. Esse composto possui oito &cidos carboxilicos livres (-COOH) (dois para
cada citrato) e duas hidroxilas (-OH) das moléculas de agua (Figura 5).

Foi observado que o citrato de rodio (II) apresenta atividade citotoxica,

citostatica e antitumoral em células de carcinoma mamario em tumor ascético de
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Ehrlich e em ceélulas tumorais (Y-1) e normais da adrenocortical (AR-1(6))
(REIBSCHEID, 1994; ZYNGIER 1989).

o OH
o) COOH
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Figura 5 — Estrutura molecular do citrato de rodio (11). CARNEIRO (2011).

1.6. Nanobiotecnologia

A nanobiotecnologia € uma éarea da ciéncia que utiliza particulas menores do que
100 nanémetros (hm), no entanto, para aplicacdes farmacéuticas ou biomédicas, a faixa
de tamanho adotada é de 5 — 1000 nm. As nanoestruturas representam uma alternativa
promissora para o tratamento do cancer (NIE et al., 2007).

O desafio dos pesquisadores é conseguir integrar materiais sintéticos e hibridos,
em micro e nano escala, no sistema bioldgico. Sdo varios os tipos de sistemas
desenvolvidos, dentre eles as nanoparticulas poliméricas, metélicas, magnéticas;
lipossomos, nanocapsulas, entre outros (SAFARI & ZARNEGAR, 2014).

Os nanocarreadores podem oferecer vantagens em relacdo aos farmacos
administrados de forma livre, como: 1) proteger a droga da degradagdo prematura; 2)
prevenir que a droga interaja prematuramente com o sistema bioldgico; 3) aumentar a
absorcdo da droga em um tecido especifico (exemplo, tumoral); 4) controlar a
farmacocinética e o perfil de liberacdo da droga no tecido; 5) melhorar a infiltragdo
intracelular da droga (PEER et al., 2007).



Sistemas de entrega de droga (Drug Delivery Systems), em escala nanomeétrica,
podem melhorar a eficicia dos tratamentos contra véarias doencas por ter a capacidade
de se deslocar para o alvo terapéutico, poupando fisiologicamente as células e tecidos
saudaveis, melhorando a qualidade de vida do paciente e potencializando a acdo do
principio ativo (SAFARI & ZARNEGAR, 2014). Esses sistemas apresentam vantagens
quando comparados a terapéuticas convencionais, como aumento da eficacia
terapéutica, liberacdo progressiva e controlada do farmaco, reducgdo da toxicidade do
tratamento, maior tempo de permanéncia na circulacdo sanguinea, menor nimero de
doses, direcionamento a alvos especificos e possibilidade de incorporacéo a substancias
lipofilicas como hidrofilicas (CHIDAMBARAM et al., 2012).

A liberacdo da droga no tecido alvo pode ocorrer de duas maneiras: liberacéo
passiva e ativa (CHO et al.,, 2008). A liberacdo passiva utiliza o efeito de
permeabilidade e reten¢do aumentada (EPR - Enhanced Permeability and Retention) do
tecido tumoral. As nanoparticulas utilizam o capilar endotelial do tecido tumoral
descontinuo e, consequentemente, mais permedavel as nanoestruturas do que os capilares
dos tecidos saudaveis, 0 que permite o extravasamento de uma maior concentracdo de
nanoparticulas no tecido tumoral (Figura 6). Outro fator que promove um acumulo das
nanoparticulas no tecido tumoral € a reducdo da drenagem linfatica desta regido, que
resulta em um maior acimulo do agente terapéutico (TORCHILIN et al., 2011).

Na liberacdo ativa, ocorre quando é feita a conjugacédo de ligantes na superficie
das nanoparticulas, permitindo, um acumulo preferencial da droga no tecido tumoral.
Utiliza-se para direcionar nanoparticulas para se ligarem de maneira especifica a
receptores, antigenos ou carboidratos contidos na superficie da célula tumoral (SINGH,
2009).
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Figura 6 - Representagdo esquematica do tratamento passivo em tecido tumoral associado ao efeito de
permeabilidade e retencéo aumentada (EPR). STOCKHOFE (2014).

1.7. Nanoparticulas magnéticas

O uso das nanoparticulas magnéticas em aplicacGes biomédicas tem se tornado
cada vez mais comum. Estas tém sido utilizadas para diagnéstico (na melhoria do
contraste de imagens de ressondncia magnética nuclear) e na terapéutica
(magnetohipertermia, sistema de entrega de drogas, terapia génica e etc.).

Uma vez as nanoparticulas magnéticas concentradas na regido do tumor ou no
tecido alvo, o agente terapéutico pode ser, entdo, liberado levando a um aumento da
internalizacdo do farmaco pelo tumor no sitio alvo (FALQUEIRO, 2011).

Alguns fatores devem ser considerados ao se utilizar as nanoparticulas
magnéticas como, os parametros fisicos: as propriedades magnéticas e o tamanho das
particulas, a forca do campo e a geometria do campo, assim como parametros
fisiol6gicos: como a profundidade do alvo, a taxa de fluxo sanguineo, o suprimento
vascular e o peso corporal (GRIEF & RICHARDSON, 2005).

As nanoparticulas de 6xido de ferro, como a maghemita (y-Fe,O3), s&o uma das
mais utilizadas em aplicagBes bioldgicas por possuirem excelentes propriedades
magnéticas e ndo serem toxicas. As caracteristicas mais importantes ao estudar
nanoparticulas de maghemita é a sua estabilidade coloidal, ou seja, a manutencdo das

nanoparticulas em suspensdao na forma de objetos isolados, evitando assim a
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aglomeracéo e precipitacdo, que € um fator importante a ser observado para a aplicacao
in vivo (FALQUEIRO, 2011).

1.8. Associacao de nanoparticulas de maghemita ao citrato de rédio (1)

O citrato de rodio (II) apresenta em sua estrutura os grupos funcionais
constituidos por &cidos carboxilicos (-COOH) e por hidroxilas (-OH). Estes grupos
funcionais sdo quimicamente semelhantes a moléculas utilizadas para funcionalizar
nanoparticulas magnéticas, levando a suspensdes coloidais estaveis e com
biocompatibilidade (CARNEIRO, 2011). Os grupos livres funcionais sédo apropriados
para interagir com superficies de nanoparticulas de maghemita (y-Fe;Os)
proporcionando estabilidade coloidal (NUNES et al., 2010) (Figura 7).

Por possui maior solubilidade em &gua do que os outros carboxilatos de rédio, o
citrato de rédio (l1), tem sua eficiéncia reduzida havendo necessidade de uma dose
sistémica elevada para garantir sua eficacia como agente antitumoral in vivo. Desta
forma, a associacdo do citrato de rédio (I1) com nanoparticulas maghemita é uma
estratégia empregada na tentativa de reduzir a toxicidade no organismo e aumentar a
especificidade no tecido alvo (KATSAROS & ANAGNOSTOPOULOU, 2002;
COUVREUR & VAUTHIER, 2006).
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Figura 7 - Esquema da associacdo quimica de uma nanoparticula de maghemita com uma molécula de citrato de
rédio (11). CHAVES (2013).
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Estudos realizados pelo nosso grupo demonstraram que o tratamento
intratumoral com citrato de rddio (I1) livre [Rhy(Hxcit)4] e associado a nanoparticulas de
maghemita [Magh-Rh,(H,cit)s] induziu reducdo do carcinoma mamario 4T1
estabelecido ortotopicamente em camundongos BALB/c (CARNEIRO et al., 2013).
Apesar dos resultados obtidos, a atividade bioldgica e as vias de atuacdo ainda ndo estao
bem elucidadas.

A linhagem 4T1 é um modelo de carcinoma mamario derivado de tumor
espontaneo em camundongos BALB/c. E uma linhagem em que o tumor possui
caracteristicas similares ao cancer de mama humano (estagio 1V). Uma das vantagens
do uso desta linhagem celular é que as células 4T1 sdo facilmente transplantadas na
glandula mamaria e isto permite crescimento do tumor e também, como ocorre no
cancer de mama humano, estas células originam a metastase, possibilitando estudos de
cancer metastatico (PULASKI & OSTRAND-ROSENBERG, 2001; CARNEIRO et al.,
2010).

1.9. Metéstase

A metéstase ocorre quando as células cancerigenas se desprendem do tumor
priméario percorrendo 0 organismo até se alojarem em outro tecido, diferente daquele de
origem, promovendo, o desenvolvimento de tumores secundarios (RIETHDORF et al.,
2008; ZHAO et al., 2008). Ela € responsavel por mais de 90% das mortes associadas ao
cancer, contudo, este € um processo que continua a ser um dos menos compreendidos
na patogénese do cancer (CHAFFER & WENBER, 2011).

O processo da formacdo dos tumores secundarios tem sido descrito com uma
série de eventos, como: (1) Degradacdo da Matriz extracelular (perda da adesdo celular),
invasdo e infiltracdo em tecidos subjacentes; (2) liberacdo de células neoplésicas na
circulacdo, estas células se deslocam em pequenos vasos sanguineos e/ou linfaticos; (3)
sobrevivéncia destas células na circulagdo; (4) retencdo destas células nos capilares de
Orgdos distantes; (5) seu extravasamento dos vasos linfaticos ou sanguineos e a
formacdo de um tumor secundario em outro tecido (CHAFFER & WENBER, 2011)
(Figura 8).
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Figura 8 - Cascata metastatica. As células no interior do tumor primario adquirem um fendtipo de célula invasiva.
Ocorre a degradacdo da matriz extracelular e as células tumorais migram para 0s vasos sanguineos. As células se
deslocam através da circulagdo para os drgéos distantes e sobrevivem de forma independente. As células saem da
circulagdo e invadem um novo tecido. Estas células precisam ser capazes de evitar a resposta imune inata, sobreviver
como uma célula Unica (ou como um pequeno aglomerado de células), se adaptar ao novo microambiente e iniciar a
proliferacdo (INCA, 2011).

Ao longo deste processo, fatores imunologicos e mecanicos devem ser superados
para que as células neoplasicas consigam desenvolver um tumor em um novo 6rgdo e
crescam de forma auténoma, em relagcdo ao tumor primario. Geralmente, nos estagios
avancados de desenvolvimento tumoral, as células tumorais apresentam uma série de
alteracdes génicas que as tornam altamente invasivas e resistentes aos medicamentos
antitumorais (GRAVITZ, 2011).

A diferenciacdo celular é um processo complexo com muitas etapas no qual a
célula adquire funcionalidade e especializacbes para a formacéo de determinado tecido
do corpo. De inicio, a diferenciacdo celular é a instalacdo de um programa genético
especifico ao tecido em questdo, que inclui o silenciamento de alguns genes e ativacdo
de outros de acordo com a funcao que a célula vai exercer no tecido (MARCHAL et al.,
2006). E na etapa de diferenciacéo, que as fungdes bioldgicas das células sdo reguladas
de acordo com o tipo celular, podendo ser diferenciadas das demais com funcoes

distintas no mesmo tecido. Nas células tumorais, os controles do ciclo e da
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diferenciacéo celular estdo em desequilibrio, resultando em células com alta capacidade
de multiplicagéo e baixa diferenciacdo (ROBINS & COTRAN, 2010).

A progressdo da metéstase estd associada aos mecanismos de escape da
vigilancia imunolégica das células neoplasicas, como a perda da expressdo de moléculas
do complexo de histocompatibilidade, baixa expressdo de antigenos tumorais, producéo
de citocinas inibitorias, dentre outras, dificultando o sucesso do tratamento em alguns
casos (DIERSSEN et al., 2006). O desenvolvimento de metastases depende de uma
série de caracteristicas que sdo adquiridas pelas células tumorais no decorrer do
processo. De forma geral, as transformacdes que ocorrem nas células tumorais para
adquirir um carater invasivo requer que estas células passem por um processo chamado
transicao-epitélio-mesenquimal (TEM), isto €, estas células perdem algumas
caracteristicas epiteliais para adquirir caracteristicas das células mesenquimais
(THIERY & SLEEMAN, 2006). Estas células mesenquimais sdo fracamente
organizadas, possuem alta capacidade migratoria, o qual confere, as células tumorais
que apresentam o fen6tipo mesenquimal, a capacidade de migrar e invadir o tecido
adjacente (SHI & WU, 2008).

Algumas caracteristicas que ocorrem em tumores malignos sdo: (1) perda da
coesdo intercelular das células tumorais umas das outras e do tecido adjacente; (2)
migracao e colonizacédo de tecidos distantes; (3) degradacéo da matriz extracelular e da
membrana basal. Este processo ocorre com a secrecdo de proteases, como as
metaloproteinases (MMP) da matriz. A clivagem de proteinas da matriz também gera
sitios de ligacdo para moléculas de adesdo do tipo integrinas, as quais irdo ligar-se aos
substratos da matriz extracelular possibilitando a invaséo celular (KOBLINSKI, et al.,
2000); (4) fixacdo a componentes ancoradouros de locomocao da matriz (fibronectina,
laminina e colageno). E desta forma que as células tumorais se espalham por diversos
tecidos e 6rgdos do corpo (Figura 9). Nesses novos tecidos, essas células utilizam
nutrientes, espago e desestabilizam o microambiente quimiostatico das células normais,
podendo resultar em faléncia multipla dos 6rgdos e morte do individuo (ROBINS &
COTRAN, 2010).
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Figura 9 — Invasdo celular. As células tumorais aderidas na membrana basal pelos seus receptores integrinas.
Estas células liberam proteases que irdo degradar os componentes da membrana basal e do estroma tumoral.
Entdo, as células migram ao longo da matriz extracelular até alcancar a corrente sanguinea ou linfatica. MB:
Membrana Basal; MMP: Metaloproteinases; MC: Membrana celular (CARVALHO, 2011).

No cancer de mama, metastases macroscopicas podem surgir décadas apds o
tumor primario ser removido cirurgicamente ou ter sido farmacologicamente reduzido.
Isto pode ocorrer por consequéncia de micrometastases dormentes. Esta dorméncia pode
ocorrer quando se tem privacdo de nutrientes, as células tumorais, promovendo intensa
autofagia, causando diminuicdo das células cancerigenas, induzindo estas células a
adotar um estado reversivel de dorméncia. As celulas voltam a crescer e proliferar
apenas quando ocorrem mudancas no microambiente tecidual, como o acesso a mais
nutrientes (LUO et al., 2009; HANAHAN, & WEINBERG, 2011).
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1.10. Matriz extracelular e suas intera¢des com as celulas tumorais

A matriz extracelular (MEC) é uma rede tridimensional complexa, constituida
por macromoléculas e pode ser dividida em matriz intersticial e ldamina basal (SIU et al.,
2003).

A MEC é constituida por elementos fluidos e fibrosos. Os fluidos s&o as
glicosaminoglicanas e proteoglicanas. Os fibrosos sdo as proteinas estruturais e as
proteinas adesivas, sendo que esta composi¢do varia de acordo com o tecido
(HOHENESTER & ENGEL, 2002; LODISH et al., 2014). As proteinas constituintes da
MEC séo sintetizadas localmente pelas células e estdo em intima associacdo com a
superficie celular (ZIOBER et al., 2006). Estas proteinas sdo o colageno, elastina,

fibronectina, vitronectina, lamininas, dentre outras (DALEY et al., 2008) (Figura 10).
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Figura 10 — Fluxograma com os elementos que compdem a matriz extracelular (LODISH et al., 2014).

As proteinas da MEC sdo grandes, multifuncionais e contém diferentes dominios
com vérias funcBes em uma mesma macromolécula (HOHENESTER & ENGEL,
2002). As proteoglicanas possuem carga negativa elevada, fator que as fazem atrair
cations, principalmente Na*. Por serem compostos osmoticamente ativos, tornam a
MEC altamente hidratada, formando um gel viscoso, onde as proteinas da matriz estdo
embebidas (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

A MEC ¢é reguladora de varios aspectos do comportamento celular, como,

proliferacdo, crescimento celular, sobrevivéncia, morfologia, migracdo e diferenciacdo

16



(DALEY et al., 2008). Por regular esses processos biolégicos, a MEC tem importancia
na progressao tumoral. A MEC contem enzimas proteoliticas, citocinas e moléculas
regulatorias que, ao serem ativadas fora do contexto normal, podem estimular a
evolucéo do tumor. A organizacdo da MEC é importante para as func@es regulatorias da
célula, pois mutacGes em genes que codificam proteinas da matriz ou seus receptores
celulares ja foram associadas ao cancer. Uma célula normal precisa receber estimulos
mitogénicos do seu meio externo para entrar em divisdo celular, esses estimulos séo
transmitidos para o interior da célula por meio de receptores celulares, que incluem as

integrinas e os receptores de fatores de crescimento (STREULI, 1995) (Figura 11).
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Figura 11 - Componentes da Matriz Extracelular e alguns de seus mecanismos de regulacdo de processos celulares e
transducdo de sinais. ROBBINS & COTRAN (2010).

As proteinas da MEC regulam varios aspectos do comportamento celular e parte
desta regulacdo é mediada pela modulacdo da expressdao génica (BLUM et al., 1989). A
expressao génica pode ser afetada por proteinas da MEC, pela interagdo com uma
variedade de receptores celulares, principalmente as integrinas. A regulacdo da
expressao génica iniciada por integrinas esta associada a progressao tumoral (SANTOS,
2011). Engbring et al. (2008) avaliaram o efeito de um peptidio da cadeia al da

laminina na expressdo proteica de células de melanoma metastatico. Utilizando
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microarranjos de anticorpo, estes pesquisadores observaram que o tratamento com esse
peptidio aumentou a expressdo da proteina fibronectina, de forma tempo e dose
dependente.

InteracOes entre proteinas da matriz e as células sdo intermediadas por receptores
de membrana celular, as integrinas, que sdo glicoproteinas alongadas com uma
extremidade que se prende aos componentes da matriz e uma extremidade
citoplasmatica, que se liga, por intermédio da proteina talina, as actinas do
citoesqueleto. S&o classificadas também como glicoproteinas heterodiméricas da
membrana celular, constituidos por duas subunidades, a ¢ p (HYNES, 1996; THORUP
et al., 1998). As integrinas interagem com ligantes presentes na matriz extracelular,
mediam a adesdo e geram sinalizacdo celular de forma a integrar a célula a seu
microambiente (GIANCOTTI & RUOSLAHTI, 1999). A expressao de integrinas pode
ser alterada em células de carcinoma, de maneira a favorecer a expressdo daguelas que
mais estimulam a evolucéo tumoral (HANAHAN & WEINBERG, 2011).

A degradacdo da matriz extracelular € um evento essencial em muitos processos
fisiolégicos como durante o desenvolvimento embrionario, crescimento e reparo dos
tecidos. As interacBGes entre células neoplasicas e constituintes da MEC interferem
fortemente no desenvolvimento tumoral, pois influenciam a proliferacdo e
sobrevivéncia celular, bem como a sua capacidade de migrar do sitio primario para
outros tecidos e formar metastases (IOACHIM et al., 2002; KIERSZENBAUM &
TRES, 2012).

A matriz extracelular tem um papel importante na invasdo tumoral. Os processos
envolvidos na invasdo sdo: a migracdo celular e o remodelamento tecidual através de
degradacéo proteolitica da MEC (JOHNSEN et al., 1998; HEGERFELDT et al., 2002).
A migracdo é um processo complexo que depende, além de outros fatores, da célula ter
interacbes com a matriz extracelular, como as glicoproteinas, fibronectina e laminina
que guiam as células durante o processo de migracdo celular (ALBERTS et al., 2010).

Para o processo de invasdo acontecer, as células tumorais migram para 0S
tecidos circundantes a fim de formar metéstases e € necessaria uma extensiva
degradacdo de componentes da matriz extracelular, incluindo, colageno, fibronectina,
laminina e proteoglicanas (MOSCATELLI et al., 1988; WOESSNER, 1991). Esta
degradacdo e feita por enzimas da MEC chamadas proteinases que podem ser
produzidas tanto pelas células tumorais, quanto por células normais. Entre as

proteinases, destacam-se as metaloproteinases (MMP) que sdo capazes de degradar
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diversos componentes da MEC (JOHNSEN et al., 1998). O processo de invasédo
utilizado pelas células tumorais é o mesmo utilizado por células ndo tumorais em
condi¢Bes normais, a diferenca € que em células normais, esta invasdo é regulada e
cessa quando o estimulo é retirado (SANTOS, 2011).

1.11. Laminina

Laminina (LN) é uma glicoproteina heterotrimérica, composta por trés cadeias
polipeptidicas diferentes, chamadas de cadeia a (440 kDa), B (210 kDa) e y (200 kDa).
Sao moléculas grandes, com 400-900 kDa de massa molecular. As trés cadeias da LN se
organizam formando uma estrutura em cruz, com trés bragos curtos e um brago longo
formado a partir do entrelacamento de parte de cada uma das cadeias (GOLBERT,
2011) (Figura 12).
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Figura 12 - Dominios estruturais da Laminina. Cadeias o, B € v ¢ demais dominios de ligagdes a varias moléculas
KIERSZENBAUM & TRES (2012).

A laminina apresenta isoformas resultantes das combinacbes de diferentes
cadeias B, a e y. Foram identificados cinco genes distintos que codificam subtipos da
laminina de cadeia a, quatro para a cadeia B e trés para a cadeia y. A familia da LN,
atualmente, é constituida por 16 isoformas que sdo sintetizadas por quase todas as
células epiteliais, além de células musculares lisas, tecido muscular cardiaco, tecido

0sseo, células nervosas, ceélulas de medula 0ssea e endoteliais. Cada tecido expressa
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isoformas de LN especificas, decorrente do fato de que as cadeias individuais que
constituem a LN apresenta expresséo diferenciada em cada tecido (PATARROYO et
al., 2002; BOSMAN & STAMANKOV, 2003; KIERSZENBAUM & TRES, 2012). Os
tecidos onde as cadeias individuais da LN sdo expressas normalmente estdo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Cadeias da laminina e localizagdo nos tecidos.

Cadeias da Distribuigéo nos tecidos onde sdo expressas
laminina
al Embrido, neuroretina, rim, glandulas mamérias e salivares
a2 Musculo esquelético e cardiaco, nervos periféricos, capilares, trofoblasto,

cérebro e outros tecidos

a3 Pele e outros epitélios

ad Musculos esquelético, cardiaco e liso fetal, nervos, vasos sanguineos,
endotélio, medula 6ssea e outros tecidos

as Diversos epitélios, rins, vasos sanguineos, medula 6ssea, musculo e nervos

em desenvolvimento e ldmina basal sinaptica

p1 Na maioria dos tecidos

B2 Juncdo neuromuscular, vasos sanguineos e glomérulo renal
B3 Pele e maioria dos outros epitélios

y1 Na maioria dos tecidos

v2 Pele e maioria de outros epitélios

v3 Rim, pulméo, trato reprodutivo, nervo e cérebro

PATARROYO et al., (2002).

Para a formacdo da proteina laminina, inicialmente, sdo formados dimeros das
subunidades B e y, que sdo unidas por pontes dissulfeto. Esse dimero é retido no
citoplasma até a incorporagdo da subunidade a. A LN s0 ¢ secretada apds a formacao da
trimerizacdo (KIERSZENBAUM & TRES, 2012).

A laminina tem a funcdo de ligar as células basais do epitélio ao colageno 1V e
também desempenha um papel importante na diferenciacdo, proliferacdo, adesdo e

migracdo celular. Tem sido relacionada diretamente a estagios avancados de
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diferenciacéo celular, sendo pré-requisito para diferenciacdo terminal e execucao de
fungdes especializadas, por interagir com as integrinas e outros componentes da
superficie celular, assim como, por controlar a migracdo celular, polarizacéao,
proliferacdo e apoptose. Além do papel que as lamininas exercem em tecidos normais,
algumas de suas atividades ja foram relacionadas a importantes eventos de progressdo
tumoral (KUNZ-SCHUGHART et al., 2001). A laminina possui uma atividade
quimiotatica, o que explica sua habilidade em estimular os movimentos celulares
necessarios aos processos de invasdo e metastase (MALINDA & KLEINMAN, 1996).
Estudos com células de mama tumorais, co-injetadas com laminina, em ratos,
promoveram um aumento da formacdo de metéstase no pulmdo (IWAMOTO et al.,
1987).

Dentre as varias isoformas da LN, a mais estudada é a laminina-111
(anteriormente chamada de laminina-1). A cadeia al é encontrada no blastocisto e em
varios locais no processo de embriogénese. Ja em adultos, é expressa nas glandulas
mamarias e salivares, rins, neurorretina, testiculos, tireoide, endométrio e foliculos
capilares em desenvolvimento. As outras isoformas das cadeias 3 e y s3o expressas em
varios tecidos (SANTOS, 2011).

A laminina-111 exerce um papel fundamental na glandula mamaria,
determinando a polaridade das células epiteliais luminais, sendo que a cadeia al ¢ a
principal responsavel em exercer esta funcdo. Algumas isoformas da laminina-111 sdo
sintetizadas principalmente pelas células mioepiteliais (KLEIN et al., 1988;
GUDJOHNSON et al., 2005).

No processo do carcinoma mamario, acontecem alteracbes na composicdo e
nivel de expressdo da laminina, contribuindo assim para a progressao da doenca. Uma
atividade proteolitica intensa resulta em uma menor deposicao e dissolucdo da lamina
basal, 0 que caracteriza tumores invasivos. E algumas isoformas da laminina continuam
sendo expressas mesmo nas células tumorais, o que contribui para o fenétipo invasivo
do tumor. As células de cancer de mama deixam de expressar a cadeia al, mas

expressam as cadeias Bl e yl de forma aumentada de acordo com o potencial

metastatico (CHIA et al., 2007).
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1.12. Fibronectina

A fibronectina (FN) é uma glicoproteina adesiva. A sua molécula forma um
dimero e cada subunidade possui uma por¢do amino-terminal e uma porcéo carboxi-
terminal. Pontes dissulfeto ligam uma subunidade a outra, proximo a porgédo
carboxiterminal de cada uma delas. A FN possui sitios de interagdo com Vvarias
moléculas (MANABE et al., 1997; NARDIN, 2006) (Figura 13a).

As isoformas da FN sdo codificadas por um anico gene, que possui 50 éxons
aproximadamente, e codifica trés tipos de subunidades homologas repetitivas chamadas
de tipo I, Il e 111 (NARDIN, 2006). Os médulos sdo classificados de acordo com o tipo e
numerados em ordem crescente da por¢cdo amino-terminal para a porcao
carboxiterminal. Os mondémeros sdo compostos por doze repeticdes do tipo I, duas do
tipo Il e quinze a dezessete do tipo 111 (GRAVINA, 2010) (Figura 13b).
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Figura 13 — (A) Estrutura da molécula dimera de fibronectina e seus dominios. Com sitios de ligagao para Fibrina,
Heparina e colageno. (B) llustracdo da fibronectina com os fragmentos de Tipo | (em vermelho), Il (em verde) e 111
(em azul). NARDIN (2006); JUNQUEIRA & CARNEIRO (2013).

O RNA mensageiro que codifica a FN tem duas formas de juncdo, dando origem
a fibronectina celular e a fibronectina plasmatica. A forma celular da FN é uma

proteina insoluvel existente na matriz extracelular com aproximadamente 550 kDa. A
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fibronectina plasmatica € uma proteina solivel com 220 a 250 kDa. A FN plasmatica se
liga a fibrina, auxiliando na estabilizacdo do coéagulo, que preenche as lacunas criadas
por lesdes e atua como substrato para deposicdo de MEC e formacdo de matriz
provisoria durante a recuperacdo das lesGes. As propriedades estruturais e funcionais
sdo semelhantes entre as duas formas, que tém funcéo de adesdo, diferenciacdo celular e
migracdo (ARMSTRONG, 2000; KIERSZENBAUM & TRES, 2012).

A FN plasmaética é secretada pelo figado, enquanto a FN celular é produzida por
fibroblastos, mondcitos, células endoteliais e células da medula 0ssea. Esta se associa a
superficies celulares, membranas basais, matrizes pericelulares, componentes da MEC,
como colageno, fibrina, heparina e proteoglicanas, via dominios especificos, e as
células, via receptores de integrinas (RUOSLAHTI & MORLA, 1992).

Foi observado em tecidos neoplasicos, que uma baixa deposicdo de FN promove
uma maior movimentacdo das células tumorais, favorecendo a metéastase (MOHRI,
1996).

Segundo Kosmehl et al. (1999), a expressdéo de FN tem relacdo com a
diferenciacdo e a maturacdo celular. Em seus experimentos, foi observada uma elevada
expressao de FN no estroma tumoral com fragmentacdo pericelular da proteina,
mostrando que a FN tem um papel importante na progressédo tumoral.

As proteinas fibronectina e laminina tém sido relacionadas ao controle de
migracdo celular (ARMSTRONG, 2000; KUNZ-SCHUGHART et al., 2001). Estudos
recentes mostram que células adjacentes ao tumor ndo sdo apenas elementos estruturais
passivos, mas atuam ativamente na progressdo do tumor (POLYAK & KALLURI,
2010; PLACE et al., 2011). Os tecidos tumorais apresentam matriz extracelular
modificada, composta por um complexo de colageno, glicoproteinas e proteoglicanas
que interagem com o interior da célula, assim modulando a adeséao celular, proliferacdo
e diferenciacdo (IOACHIM et al., 2002).

A imunomarcacdo da fibronectina e da laminina tem sido utilizada para avaliar a
expressao destas proteinas na MEC (BERNDT et al., 2001; KUNZ-SCHUGHART et
al., 2001; MIRANDA et al., 2002). Proteinas como CD44 participam de processos
moleculares relacionados a migracdo celular desencadeada pela fibronectina. Além
disso, 0 envolvimento de uma enzima proteolitica denominada catepsina D tem sido
associado a expressédo de fibronectina e laminina (JAHKOLA et al., 1999; KAVISLIA
et al., 2005).
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Por ndo estar elucidado o papel das proteinas fibronectina e laminina no
processo de migragdo e invasdo das células tumorais, hé divergéncia entre os autores.
Alguns afirmam que a superexpressdo das proteinas fibronectina e laminina esta
diretamente relacionada com este processo, enquanto outros autores acreditam que seja
a degradacéo destas proteinas na matriz extracelular o principal fator. Segundo Potts &
Campbell (1996), a degradacao destas proteinas esta diretamente associada ao processo
de metéstase tumoral. A perda da fibronectina durante a carcinogénese pode permitir a
livre migracdo das células neoplasicas (PEREIRA, 2005). Entretanto, Wang et al.
(2010), mostraram que a superexpressao destas proteinas em células neoplasicas tem
demonstrado um papel importante na progressdo do tumor, que geralmente esta
associado a liberacdo de proteases pela célula, onde ocorre ruptura da MEC podendo
formar espacos intersticiais nesta regido facilitando a migracao.

Devido a importancia que as proteinas laminina e fibronectina desempenham na
matriz extracelular, acredita-se que a compreensdo dos mecanismos envolvidos na
degradacdo e descontinuidade da estrutura destas proteinas precisa ser elucidada para
melhor compreender os mecanismos envolvidos na invasdo tumoral, adesao tecidual e
metastases, 0s quais representam os principais fatores indicadores de prognoéstico e

sobrevida dos pacientes portadores de cancer.
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2. Justificativa

Sabendo que o cancer de mama tem uma alta incidéncia no mundo, faz-se
necessario entender a doenca para promover um aumento da sobrevida dos pacientes e
minimizar os efeitos adversos provenientes das terapéuticas tradicionais. Por outro lado,
a utilizacdo de nanoparticulas como carreadores de drogas no tratamento de algumas
doencas tem se mostrado uma alternativa promissora.

Até 0 momento, sdo poucos 0s estudos sobre a utilizacdo de agentes antitumorais
na modulacdo da expressao de proteinas da matriz extracelular, tais como fibronectina e
laminina em carcinoma mamario, o padrdo de expressao e a utilizacdo dessas proteinas
como marcadores na progressdo tumoral. Desta forma, acredita-se que a compreensdo
dos mecanismos envolvidos na degradacdo dessas proteinas, poderd favorecer o
tratamento do cancer, em especial aqueles com potencial metastatico, uma vez que a
inibicdo desta degradacdo poderia ser utilizada como alvo molecular para a acdo de
quimioterapicos. Além disso, o estudo das proteinas laminina e fibronectina é
importante para conhecer o comportamento do tumor, e também para o estudo da
interacdo de agentes quimioterdpicos com essas proteinas da MEC. Portanto, neste
trabalho serdo avaliadas possiveis alteraches na expressdo e sintese das proteinas
laminina e fibronectina induzidas pelo citrato de rédio (Il) livre ou associado a
nanoparticulas magnéticas de maghemita, em camundongos fémeas portadores de

carcinoma mamario.
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3. Objetivos

3.1 Geral

Avaliar a expressdo e a sintese das proteinas fibronectina e laminina em tecidos
de tumor de mama e a toxicidade apo6s os tratamentos com citrato de rodio (1) livre e
nanoparticulas de maghemita associadas ao citrato de rédio (II) em camundongos
BALBI/c.

3.2 Especificos

o Avaliar e comparar a expressao das proteinas laminina e fibronectina em
tecidos do tumor apds o tratamento com Magh-Rh,(Hxcit)s Rhy(Hocit)s e Magh-Cit em
camundongos BALB/c por meio das anélises de imunohistoquimica (IHQ).

. Avaliar o efeito antitumoral dos tratamentos com Magh-Rh,(H.cit),
Rh,(H.cit), e Magh-Cit.

. Avaliar a expressdao génica dessas proteinas por meio de reacdo em
cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-gPCR).

. Avaliar uma possivel toxicidade induzida pelos tratamentos por meio de
analises bioquimicas e hematologicas.

o Avaliar a genotoxicidade dos tratamentos por meio de citometria de fluxo
de células da medula 6ssea.

o Avaliar as caracteristicas do tumor como o peso, volume e histologia.
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4. Materiais e Métodos

Para uma melhor compreensdo do delineamento experimental e execucdo do
projeto, o fluxograma abaixo resume a metodologia utilizada no trabalho (Figura 14).
Da mesma forma, a listagem e 0s respectivos fabricantes dos materiais utilizados

encontram-se descritos na Tabela 2.

Sintese dos compostos:

Culuradetas Magh-Rh,(Hcit),, Magh- :
inhagem Cit e Rh,(H,cit), >
A‘ w
d ) 4 R
Estabelecimento do e
Anilise bioquimica e
tumor Coleta do sangue 5
hematoldgica
N 24

X J
Y ™\
Microscopiade luz

Intratumoral - Total
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. I P \_ Y,
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Tratamento

Eutanésia i
mama sadia Expressiode LN e FN
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J

4 N\

PCR em tempo real
GenesLN e FN

Y

(" Citometria de fluxo

4
N
Coleta da medula

Ossea Ciclo celulare

\_ fragmentagio )

Figura 14 - Desenho esquematico da metodologia utilizada.
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Tabela 2 - Materiais utilizados nos experimentos.

Materiais Fabricante
Anticorpo anti-fibronectina (ab23750) Abcam, EUA
Anticorpo anti-laminina (ab11575) Abcam, EUA
Azul de Tripan Sigma, EUA
Cetamina Agener Unido, Brasil
Diaminobenzidina (DAB) Spring, EUA
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Gibco, EUA
Entellan Merck, Brasil

Eosina

Etanol

Hematoxilina de Harris
Hematoxilina de Mayer’s

lodeto de Propideo

Kit anticorpo secundario e estreptavidina peroxidase
Kit pureLink RNA Mini

Kit HIGH-Capacity cDNA reverse transcription
Kit DNase, RNase-free

Kit SYBR green PCR Master mix
Oligonucleotideos (primers)
Parafina

Paraformaldeido

Penicilina

Perdxido de hidrogénio

Placas (PCR em tempo real)

Soro Fetal Bovino (SFB)
Tampéo fosfato salino (PBS)
Tag-Polimerase

Tripsina

Triton X-100

Xilazina

Xileno

Lafan Quimica Fina, Brasil
J. T. Backer, Brasil

Lafan Quimica Fina, Brasil
Sigma, EUA

Invitrogen, EUA
Diagnostic Biosystem, EUA
Life Technology, EUA
Applied Biosystems, EUA
Invitrogen, EUA

Life Technology, EUA
Life Technology, EUA
Vetec, Brasil

Vetec, Brasil

Sigma, EUA

Vetec, Brasil

Applied Biosystem EUA
Gibco, EUA

Laborclin, Brasil
Invitrogen, EUA

Gibco, EUA

Merck, Brasil

Agener Unido, Brasil

J. T. Backer, Brasil
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4.1. Amostra de citrato de rédio (11) e dos fluidos magnéticos associados

Para a realizacdo de testes antitumorais in vivo, o complexo de Rh,(H,cit); € o
fluido magnético composto por Magh-Rh,(Hzcit), foram sintetizados no Instituto de
Quimica da Universidade Federal de Goias (UFG) pelo doutorando Matheus Oliveira da
Silva sob orientacéo do professor Dr. Aparecido Ribeiro de Souza.

Foram utilizadas trés diferentes composi¢des: (1) amostras de citrato de rodio
(1) [Rhy(Hzcit)4], (2) nanoparticulas de maghemita funcionalizadas com citrato de rédio
(1) [Magh-Rh(Hxcit),] e (3) nanoparticulas de maghemita [Magh-Cit], como controle
das nanoparticulas. A caracterizacdo destas nanoparticulas foi realizada anteriormente
por Peixoto (2012) e Chaves (2013).

Nanoparticulas de maghemita associadas ao citrato de rddio (Il) [Magh-
Rhy(Hacit),], apresentaram diametro hidrodindmico medio de 160,8 + 0,1 nm,
caracteristica monodispersa com Indice de Polidisperséo (Pdl) de 0,118 + 0,013 (Figura
16) e potencial zeta de superficie de - 57,6 mV (Figura 17), quando diluidas em agua
deionizada (CHAVES, 2013). A caracterizacdo do diametro modal dessas
nanoparticulas (Figura 15) foi realizada em microscopia eletrénica de transmissao
(JEOL 1011), observando-se um diametro modal de 8,90 nm e didmetro médio 9,41 nm
(PEIXOTO, 2012).

O tamanho da particula é um parametro importante a ser determinado, por ter
influéncia direta na biodistribuicdo in vivo, na toxicidade e na capacidade de atingir o
tecido alvo. Além disso, influencia na estabilidade do sistema e na liberacdo da droga
(FALQUEIRO, 2011). A distribuicdo do tamanho das nanoparticulas é analisada
levando em conta o Pdl. O célculo do Pdl leva em considera¢do o tamanho médio das
particulas, o indice de refracdo do solvente, o angulo de medicdo e a variancia da
distribuicdo. Em uma escala de 0 a 1, um Pdl proximo a 0,1 esta associado a uma alta
homogeneidade na populacéo de particulas, enquanto valores de Pdl elevados sugerem
uma ampla distribuicdo de tamanho ou mesmo varias populacbes (GAUMET et al.,
2008). O PdI encontrado nos resultados aqui apresentados indicam uma formulagéo
uniforme, tamanho e diametro controlado, caracteristicas que sdo de grande importancia
para o uso em aplicacdes biomédicas.

O método de andlise de medicdo do tamanho das particulas avalia o raio
hidrodindmico das mesmas, sendo que pode estar avaliando também a presenca de

possiveis agregados de nanoparticulas, consequentemente resultando em um aumento
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do tamanho das formulacbes (KULKAMP et al., 2009). A confirmacdo da presenca dos
agregados foi possivel de ser observada nos resultados de microscopia eletronica de
transimissao. Para verificar a estabilidade eletrostatica da solucéo e considera-la estavel
sdo utilizados como referéncia os valores de Potencial Zeta superiores a +30 mV, ou
inferiores a -30 mV, os valores obtidos demonstram a estabilidade das particulas
utilizadas (KOCBEK et al., 2013).

Figura 15 — Aglomerado de nanoparticulas de Magh-Rh,(H,cit), visualizadas por microscopia eletronica de
transmissdo (MET), apresentando morfologia esférica. PEIXOTO (2012).

Size Distribution by Intensity

157

10+

Intensity (%)
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Size (d.nm)

Record 7: Maghemita Citrato Rodio 1
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Record 8: Maghemita Citrato Rodio 2

Figura 16 — Dados do diametro hidrodindmico das particulas Magh-Rhy(H,cit),. Apresentaram didmetro
hidrodinamico médio de 160, 8 nm. O experimento foi realizado em triplicata (cada uma delas representadas pelas
cores em vermelho, verde e azul) CHAVES (2013).
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Zeta Potential Distribution
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Figura 17 — Dados do potencial zeta das nanoparticulas de Magh-Rh,(H,cit),. As nanoparticulas tem a carga de
superficie negativa com potencial zeta de — 57, 6 mV. O experimento foi realizado em triplicata (cada uma delas
representadas pelas cores em vermelho, verde e azul) CHAVES (2013).

4.2. Cultura Celular

As células de linhagem de carcinoma mamario murino 4T1, foram cultivadas em
meio de cultura DMEM suplementado com 1% de penicilina e 10% de soro fetal bovino
(SFB) em estufa a 37°C com 5% de CO,. Eram feitos repiques para a manutencao das
células quando estas atingiam confluéncia.

As células foram desprendidas da garrafa por acdo de 0,25% de tripsina-EDTA
mantida no meio por 3 minutos, a 37°C. A tripsina foi neutralizada com DEMEM e
descartada apos centrifugacdo. O meio de cultura foi reposto e as células foram
mantidas até atingirem um numero suficiente para 0s experimentos in vivo. Para
estabelecer o nimero de células viaveis utilizou-se 0 método de exclusdo por azul de
Tripan, e a contagem foi realizada em cémara de Neubauer para estimar a quantidade
celular desejada. Os procedimentos de descongelamento, substituicdo de meio e repique
foram realizados em fluxo laminar previamente esterilizado juntamente com 0s demais

materiais utilizados no cultivo celular.
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4.3. Animais

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade de Brasilia, registrado com UnBDOC n° 329781/2013 (Anexo).

Foram obtidos 30 camundongos fémeas, com 12 semanas de idade, isogénicos
da linhagem BALB/c (Mus musculus) do Centro de criacdo de animais de laboratorio da
Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio de Janeiro, Brasil. Todos os animais foram
atestados pelo Laboratério de Controle de Qualidade Animal e apresentavam-se
saudaveis. Os animais foram mantidos no Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
do Laboratorio de Genética e Morfologia da Universidade de Brasilia (GEM-IB-UnB),
com temperatura controlada (23°C), agua e racdo ad libitum e ciclo claro/escuro de 12

horas.
4.4. Inoculagao de células tumorais

Antes do transplante de células tumorais, os animais foram anestesiados, via
intraperitoneal, com solucdo de cetamina/xilazina (doses aproximadas de 75/kg e 5
mg/kg, respectivamente), pesados e entfo foi realizada a inoculacdo com 2 X 10*
células 4T1 por meio de suspensdo contendo 50 puL de meio DMEM sem SFB, na 92

glandula mamaria abdominal esquerda.
4.5. Tratamento

Os animais foram tratados com Rh,(H.cit), , Magh-Rh,(H,cit), e Magh-Cit, em
doses preparadas de acordo com a massa corporal de cada camundongo, resultando em
concentragfes de miligramas de citrato de rédio e de ferro por quilograma de massa
corporal iguais.

Estes compostos foram utilizados com as concentra¢cdes definidas de rodio e de

ferro em cada uma das cinco aplica¢des administradas como descrito na Tabela 3.
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Tabela 3 — Concentragdes de citrato de rddio e de ferro utilizadas durante o
experimento.

Rh,Cit Magh-Rhy(Hcit), Magh-Cit

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
[Rh;] 8,0 80 | e
[Fe] | - 216,0 216,0

Apds quatorze dias do transplante de células tumorais os animais foram pesados
e distribuidos aleatoriamente em cinco grupos experimentais com seis camundongos
cada: (1) controle com tumor tratado com salina fisiol6gica 0,9% [solvente do citrato de
rodio (I1)]; (2) animais tratados com rodio livre Rh,(Hcit), (8 mg/kg); (3) animais
tratados com nanoparticulas de maghemita associada ao citrato de rodio [Magh-
Rh,(Hacit)4] (8 mg/kg de citrato de rddio e 216 mg/kg de ferro); (4) animais tratados
com maghemita livre Magh-Cit (216 mg/kg de ferro); (5) animais sem transplante de
células tumorais e submetidos a injecdo contendo salina fisiologica 0,9% (sadios), que
foram mantidos sob as mesmas condi¢fes experimentais de alojamento e alimentacao.

Em seguida, foram preparadas as solucGes de tratamento e estas soluces foram
administradas via intratumoral por meio de injecdo contendo 50 pL na penultima mama

esquerda a cada dois dias, totalizando cinco aplicagdes.
4.6. Coleta de material bioldgico dos camundongos

No 24° dia ap6s o transplante de células tumorais (um dia ap6s o ultimo
tratamento), os camundongos foram anestesiados, pesados, submetidos a coleta de

sangue e apos a eutanasia dos animais, foram coletados os tumores e a mama para

diversas analises, conforme os itens a seguir.
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4.6.1. Coleta de amostras para analises hematoldgicas e bioquimicas

Por meio de puncdo cardiaca foi retirado sangue dos camundongos
(aproximadamente 1000 puL) com o auxilio de seringas descartaveis de 1 mL. O volume
sanguineo foi, entdo, separado em minitubos para analise hematoldgica, com
anticoagulante EDTA (&cido etilenodiaminotetracético bipotédssico, 10%), e
cuidadosamente homogeneizado por inversdo logo apds a coleta e, em seguida, foi
mantido a 4°C, centrifugado a 1.150 g por 10 minutos a 4 °C. As amostras foram
submetidas a leitura em hematocitbmetro automatico (pocH-100iV Diff, Sysmex,
Brasil). Os pardmetros avaliados foram: (1) leucograma (leucéciotos totais - WBC,
namero de linfdcitos, neutréfilos, mondcitos e eosindfilos); (2) eritograma (nimero de
hemécias — RBC, hemoglobina - HGB, hematdcrito - HCT, volume corpuscular médio -
VCM, hemoglobina corpuscular — HCM e concentracdo de hemoglobina corpuscular
média - CHCM); e (3) plaquetograma (numero de plaquetas — PLT e volume
plaquetario médio — VPM).

Para a andlise bioguimica, o sangue coletado foi colocado em um tubo com gel
separador de soro sanguineo. Pelo método cinético optimizado U.V. as amostras foram
analisadas avaliando os niveis de transaminase pirdvica (TGP). O método Jaffe foi
utilizado para a dosagem de creatinina, avaliados como indicadores de disfuncéo renal.
Os procedimentos foram realizados com reagentes da marca Siemens conforme orientacfes
do fabricante, e as dosagens realizadas em instrumento Advia 2400, Siemens, Alemanha.

Os resultados dos animais sadios foram utilizados como valores de referéncia, por
esse grupo ser composto por animais submetidos as mesmas condi¢des ambientais. Os
testes bioquimicos e 0 hemograma foram realizados pelo Laboratério clinico Sabin, que

contribuiu em parceria com o presente projeto.

4.6.2. Coleta do tumor e mama

Encerrado o periodo de tratamento, os camundongos foram anestesiados, via
intraperitoneal, com solucdo de cetamina/xilazina (doses aproximadas de 75/kg e 5
mg/kg, respectivamente) e eutanasiados por deslocamento cervical. O tumor e a mama
saudavel (do grupo controle sadio) foram coletados, mensurados e fotografados. Além
disso, foram feitas sec¢fes do tumor e da mama saudavel em fragmentos para a analise

em microscopia Otica e para a RTq-PCR.
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Os tumores foram mensurados com paquimetro milimetrado para obtencdo dos
parametros de comprimento, largura e espessura e o volume tumoral foi calculado
utilizando a formula:

Comprimento X largura®
2

As amostras do tumor e da mama saudavel, seccionadas passaram por fixacédo a
temperatura ambiente, utilizando solucdo de paraformaldeido (4%, diluido em PBS) por
4 horas. O material fixado foi armazenado a 4°C em solucéo de alcool etilico 70% até
posterior processamento histoldgico. As amostras para a RT-gPCR foram congeladas a -
80°C.

4.6.3. Coleta da medula 6ssea

A medula 6ssea foi coletada dos fémures dos camundongos. Para isso, as
epifises foram seccionadas e as células da medula foram depositadas em tubos falcon
mediante a insercdo de 1 mL de SFB no fémur, utilizando uma agulha acoplada a uma
seringa. Posteriormente, o material contendo células da medula foi centrifugado a 800 g
por 3 minutos a 8°C, fixadas em etanol 70% a 8°C e armazenadas a 4°C.

4.7. Analise da expressdo dos genes Fibronectina e Laminina

4.7.1. Extracao e quantificacdo de RNA

A técnica reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-
gPCR) foi utilizada neste trabalho com o objetivo de verificar os efeitos dos tratamentos
com as nanoparticulas de maghemita livre e associadas ao citrato de rodio (1) na
expressao dos genes Laminina e Fibronectina.

A extracdo dos RNAs dos tecidos de tumor e mama normal foi realizada com a
utilizacdo de Kit de extracdo conforme as instrucdes do fabricante. Os tecidos foram
macerados com 0 auxilio do Pellet pestles (Z3 5997 - Cordless motor, Sigma - EUA)
em 500 pL de tampao de lise (Kit). Em seguida, foram adicionados 100 pL de etanol
100% e o conteudo obtido foi transferido para uma coluna de purificacdo. Os acidos

nucléicos foram coletados e ressuspendidos em 20pL de agua ultrapura. A quantificagdo

35



de RNA obtido para avaliacdo do rendimento foi feita por espectrofotometria (NanoVue
Plus — GE Healthcarea, Reino Unido). As amostras com valores considerados aceitaveis
(razbes 260/280 nm > 2,00) foram utilizadas na RT-gPCR.

Para a eliminacdo de qualquer trago residual de DNA genémico das amostras foi
utilizado um Kit DNAse | livre de RNAse. Desta forma, a reacdo foi feita a 37°C,
utilizando 6 pL dos &cidos nucléicos, 1 pL de tampdo MgCl, 10X, 1 pL de DNAse |
livre de RNAse e 2 pL de agua livre de RNAse. Apos 30 minutos, a reagdo foi
interrompida pela adicdo de 1 pL de tampéo de parada (EDTA 50 mM) e incubacéo a
65°C por dez minutos.

A integridade do RNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose
desnaturante 1% em condicg0es livre de RNAse, onde foram avaliadas as regides 18S e
28S do RNA ribossomal. Esta verificacdo permite inferir a integridade do RNA
purificado, se este for integro ele pode ser utilizado para andlise de expressao génica.

Conforme exemplificado na figura 18.

Figura 18 - Imagem ilustrativa do perfil eletroforético em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio (0,5
pg/mL) do RNA total extraido das amostras de tecido tumoral e da mama normal. (bandas referentes as regides 18S e
28S do RNA ribossomal). Amostras: (1) Controle mama normal; (2) Magh-Rh,(H.cit)4; (3) Magh-Cit; (4) Controle

com tumor (salina). Imagem capturada em Gel Doc Ez Imager (Bio-rad, EUA).

4.7.2. Sintese do DNA complementar

Para a sintese do DNA complementar, cDNA, 1 pL de RNA total ja tratado com
a enzima DNAse | foi utilizado para cada reagdo. Foi adicionado 1 pL de iniciador
oligonucleotideo e 5 pL de agua ultrapura. A solucdo foi incubada a 65°C por dez
minutos e logo em seguida, colocada no gelo. Ap6s um minuto, foram adicionados 4 pL
do mix da reacdo 5x (tampdo, dNTPs, oligo (dT) e os primers), 1 yuL da enzima
transcriptase reversa e 1 pL de inibidor RNaseOUT® incubado a 50°C por 60 minutos,

em seguida, mantida a 70°C por 15 minutos para desnaturacdo da enzima transcriptase
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reversa e consequentemente finalizando a reacdo. O cDNA produzido foi estocado a -20
°C.

4.7.3. Desenho dos primers

Com a descricdo das sequéncias referentes as regides especificas dos genes
Fibronectina e Laminina, foram desenhados oligonucleotideos usando o programa
Primer 3 Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/ primer3plus.cgi). Os

parametros utilizados para a construcao dos primers estao listados na Tabela 4.

Tabela 4 — Distribuicdo dos limites minimos e méximos para a constru¢do dos

oligonucleotideos segundo o parametro.

Parametro Limite minimo Limite maximo
Temperatura de 58°C 62°C
anelamento
Contetdo de GC no 20% 80%

oligonucleotideo

Tamanho do 18 bases 27 bases
Oligonucleotideo

Temperatura do amplicon 75°C 85°C

Tamanho do amplicon 80 bases 120 bases

*GC = Bases Guanina (G) e Citosina (C).

Apds selecionar os pares de oligonucleotideos que atendiam a essas condi¢oes,
foi utilizado o programa Oligo Analyzer da Integrated DNA Technologies (IDT),
disponivel online (http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer) para
verificar a formacdo de dimeros, dobramento (hairpin) e forca de ligacdo entre os

nucleotideos.
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4.7.4. Validacao dos primers por meio de PCR qualitativo

A validacdo dos primers utilizados foi feita por meio de PCR convencional
(qualitativo), com o objetivo de verificar se estariam amplificando eficientemente a
regido genémica desejada da amostra e ndo regides inespecificas, antes do inicio dos
testes em RT-gPCR. Conforme a figura 19, os primers dos genes de interesse deste
estudo amplificaram nas regibes especificas (100 pb). O material utilizado foi DNA
extraido da mama de camundongos saudavel.

As condicdes de termociclagem foram 50°C por 2 minutos, 95°C por 2 minutos e
40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, seguida de 60°C por 30 segundos,
para o anelamento dos oligonucleotideos e 72°C por 30 segundos para a extensdo dos
fragmentos, utilizando termociclador (Arktik termo Scientific, EUA).

Foram utilizados 2,5uL de tampéo 10x (10mM de Tris e 50mM de KCI), 0,7 uL
de MgCl,, 1,5 pL de dNTPs (2,5mM), 0,5 pL de Tag-Polimerase (5U/pL), 1,5uL de
oligonunleotideos senso e antisenso (10uM), completando com agua Milli-Q para um

volume final de 25 uL por reacéo.

100 pb >

Figura 19 - Amplificacdo dos primers dos genes Laminina,e Fibronectina. Os tamanhos de fragmentos s&o 100 pb.
O marcador (M) usado é de 100 pb. Primers: (1) Fibronectina 1 F/R; (2) Fibronectina 2 F/R; (3) Laminina 1 F/R; (4)

Laminina 2 F/R. F: Forward (Senso); R: Reverse (antisenso).
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4.7.5. Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real

A PCR em tempo real foi realizada para os genes Fibronectina, Laminina e
RPS9 (ribossomal) como controle interno, utilizando o sistema de detec¢do por SYBR-
Green, uma molécula fluorescente que se intercala a dupla fita de DNA. Os ensaios de
amplificacdo foram realizados em reagfes de 10 pL contendo 2 pL de cada
oligonucleotideo, 5 pL de solu¢do completa para PCR contendo SYBR-Green e 1 pL do
cDNA sintetizado na reacdo descrita acima. O experimento foi realizado em triplicata
para cada amostra. As condicdes de ciclagem foram: 10 minutos a 95°C (1 ciclo), 15
segundos a 95°C, seguindo por 1 minuto a 60°C (45 ciclos). Foi feita, também, a curva
de Melting nas seguintes condigdes: 10 segundos a 95°C, seguido por 1 minuto a 60°C e
90°C com a coleta continua de dados (1 ciclo) para a observacdo da formacdo de
dimeros de primers e amplificacdo ndo especifica.

As sequéncias dos primers de interesse sdo as sequéncias descritas na Tabela 5.
Nas andlises de quantificacdo relativa por reagdes de RT-qPCR € necessario utilizar um
gene normalizador, que deve ser constitutivo e ndo variar diante das condicdes
experimentais. Neste trabalho os transcritos de RPS9 foram utilizados como controle
enddgeno para normatizacdo da quantidade do RNA total presente em cada reacdo. Os
conjuntos de primers (Senso e antisenso) apresentam as caracteristicas necessarias para

a utilizacdo no equipamento Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR system.

Tabela 5 — Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo do
MRNA relativo aos genes Fibronectina, Laminina e RPS9.

Gene Senso Anti-senso

Laminina TGTCTGCGTCATGTGATGAG | TCGCCATGTAGAACAGAACG

Fibronectina | GCAGAGGCATAAGGTTCGGG | CAGGAGCAAATGGCACCGAG

RPS9 CTATTCACCATGCCCGTCTG GAGAGTCCAGGCGAACAATG

4.8. Microscopia Gtica

Os tecidos da mama e tumor foram fixados em paraformaldeido (4%) com
tampéo fosfato (0,1 M, pH 7,4), desidratados em uma série de concentragdes crescentes

de alcool etilico. Em seguida, foram diafanizadas em xileno, incluidos em parafina e
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emblocados em formas de metal. O processamento foi feito utilizando um histotécnico
(Metaltrgica Oma DM-40, Brasil).

Os cortes histologicos (5 pm) dos tumores e da mama foram realizados em
micrétomo Leica (RM 2235, Alemanha). As seccbes foram distendidas, previamente,
em alcool 30% e, depois, em banho-maria a 40°C, para serem coletadas com laminas de
vidro. Estas foram mantidas, overnight, em estufa a 37°C.

Para coloragdo, os cortes histologicos foram desparafinizados e reidratados
durante trés minutos em xileno 100% e em concentracdes decrescentes de etanol,
respectivamente. Em seguida, foram corados com hematoxilina e eosina por 60 e 120
segundos respectivamente. A desidratacdo foi feita com solugdes crescentes de etanol e
xileno 100% (60 segundos cada banho), as laminas foram recobertas por laminulas,
utilizando-se Entellan® como meio de montagem, e secadas em estufa (37°C) por 12
horas. As laminas foram fotografadas com camera fotografica (MC 80 DX) acoplada ao

microscopio de luz modelo Zeiss (Axiophot, Alemanha).

4.9. Imunohistoquimica

As amostras de mama e tumor foram fixadas em paraformaldeido a 4% em 0,1
M de PBS e processadas para inclusdo em parafina. Foram feitos cortes de 3 um de
espessura e coletados em laminas de vidro previamente silanizadas (solucdo de
organosilano a 2%), com o objetivo que os cortes histoldgicos permanecessem aderidos
a lamina durante o processo imunohistoquimico. Os cortes histolégicos foram
submetidos a desparafinizacdo em xileno, seguida de hidratacdo em concentracdes
decrescentes de etanol (100% a 70%). A recuperacdo antigénica foi realizado com
tampdo citrato (0,21 g/L de &cido citrico, pH: 6) em panela de pressdo por 20 minutos,
iniciando a contagem de tempo ap6s 0 momento em que a panela atingiu a pressdo. O
blogueio das peroxidases endogenas foi realizado com peréxido de hidrogénio a 3% em
duas incubac@es, sendo cada uma por 15 minutos a temperatura ambiente. O bloqueio
das ligagdes inespecificas foi realizado com leite em p6 a 3% em PBS por 30 minutos a
temperatura ambiente. As ldaminas foram incubadas com o anticorpo primario policlonal
anti-laminina ou anti-fibronectina diluido 1:50 em BSA a 3% overnight (12 horas) a
4°C. As seccOes foram entdo incubadas com anticorpo secundario biotinilado conjugado
com estreptavidina-peroxidase por 30 minutos a temperatura ambiente. A revelacéo foi

realizada por meio da incubacdo com o cromégeno diaminobenzidina (DAB) por 10
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segundos e lavadas com PBS. As laminas foram entdo contracoradas com hematoxilina
de Mayer’s, desidratadas e montadas com Entellan®.

Foi utilizado como controle positivo amostras de pele de camundongo. Em cada
experimento realizado, foi utilizado um controle negativo, com omissdo do anticorpo
primario, o qual foi substituido por BSA a 3%. Somente as regides coradas em marrom
foram consideradas positivas. Foram fotografados dez campos por animal em um
microscopio de luz (Leica MD 2000, Wetzlar, Alemanha) nos aumentos de 200x e
400x.

Para avaliacdo da expressdo das proteinas fibronectina e laminina no tecido
tumoral dos camundongos submetidos aos diferentes tratamentos descritos, foi utilizada
a metodologia empregada por Marsden et al. (2012), com algumas modificaces.
Fotomicrografias de dez campos microscopicos (aumento de 200x) representativos de
cada amostra de tecido tumoral foram utilizadas para a obtencdo dos valores percentuais
de células positivamente marcadas quanto a presenca das referidas proteinas. Para este
propdsito, o total de células em cada imagem foi obtido com o uso do software ImageJ
(Rasband, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA) para
contagem de células coradas com hematoxilina, por meio do seu comando para
contagem de particulas. Em seguida, o mesmo procedimento foi realizado com células
marcadas com DAB ap6s a execucdo do comando de decomposicdo de cores, sendo
entdo calculada a razdo percentual de ceélulas imunorreativas (Figura 20). A
mensuracdo dos niveis de fibronectina e laminina presentes na matriz extracelular
também foi realizada nestas mesmas imagens por meio de algoritmos de decomposicao

de cores, sendo os resultados expressos como area percentual da imunomarcacao.
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Figura 20 — Representacdo do método de decomposicdo de cores. Com o software ImageJ foi realizada a separagéo
da imagem original (A), corresponde a coloragdo com DAB (B) e contracoloragdo com Hematoxilina (C).

Pardmetros que consideram a intensidade da marcagdo, comumente utilizados
neste tipo de quantificacdo imunohistoquimica, mas de forma subjetiva, ndo foram
contemplados pelo fato de que ao cromégeno utilizado (DAB) nédo se aplica a Lei de
Lambert-Beer sobre a absor¢do de luz. Este postulado rege que a densidade 6ptica
(logaritmo da intensidade) é proporcional & concentracdo do corante (e, assim, também
a concentracdo da molécula-alvo imunomarcada) no tecido. Todavia, DAB néo
apresenta a propriedade de absorcdo de luz, mas atua como um espalhador de ondas
luminosas (TAYLOR & LEVENSON, 2006). Além disso, as avalia¢des de intensidade
sdo comumente subjetivas, imprecisas e pouco reprodutiveis. Esta questdo nos conduziu

ainda a opcao pela quantificacdo assistida por computador.
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4.10. Avaliacdo genotoxica de células da medula 6ssea por fragmentacdo de DNA e

ciclo celular.

A avaliacdo do ciclo celular foi feita pela quantificacdo do DNA total. As células
da medula 6ssea foram coletadas para avaliar o perfil do ciclo celular e a fragmentagéo
de DNA, que sdo indicadores de toxicidade hematopoiética, sendo uma avalia¢do
complementar ao hemograma.

As celulas obtidas da medula 6ssea foram fixadas com etanol 70% a 4°C e
armazenadas a -20°C. Um volume de 75 pL de células foi centrifugado (800 g por 3
minutos a 8°C) o sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas com 500 pL de
PBS, para remocdo do etanol. Logo, as células foram incubadas com 200 pL de solugédo
de permeabilizacdo contendo 0,1% de citrato de sodio, 0,1% de Triton X-100 e 20
pug/mL de iodeto de propidio e RNAse, por 30 minutos em temperatura ambiente e na
auséncia de luz.

As anélises de fragmentacdo de DNA e a identificacdo das fases do ciclo celular
foram feitas em citbmetro de fluxo da BD FACSVerse (BD Biosciences, Inc, Ashland,
OR, EUA) no canal de fluorescéncia vermelha FL-2 (sensivel a deteccdes na faixa de
560 a 580 nm). Os dados obtidos foram analisados com o programa FlowJo v.5.2.7
(Tree Star, Inc). O calculo da proporgdo de células em cada uma das fases do ciclo
celular foi obtido considerando apenas as células com DNA néo fragmentado. Somente
as células que apresentaram conteldo de DNA entre 2n e 4n foram consideradas na
analise do ciclo celular. O DNA fragmentado foi identificado na populagdo sub-G1 e
calculado considerando a totalidade de eventos. Os histogramas gerados para
representar os dados foram obtidos pelo programa GraphPad Prism 5 (GraphPad

Software, Inc).

4.11. Andlises estatisticas

Os dados estdo apresentados pela média £+ EPM (erro padrdo da média) e 0s
valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Dados com
distribuicdo normal, como o peso dos animais, foram comparados por ANOVA para
avaliar diferencas entre os grupos. Nos dados sem distribui¢do normal (volume tumoral,
quantidade de creatinina, quantidade de hemacias, HGB, hematocrito, HCM, VPM e
leucograma completo), utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis a fim de identificar diferenca
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estatistica. Para resultados significantes de ANOVA e de Kruskal-Wallis, foram usados,
respectivamente, o pos-teste de Bonferroni e o teste de Dunn para verificar as diferencas
entre os tratamentos (comparacbes 2 a 2). As analises estatisticas foram realizadas

utilizando o programa GraphPad Prism 5.0.
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5. Resultados

5.1. Analises clinicas

Durante o tratamento dos camundongos com Rhy(H.cit)s, Magh-Rhy(Hxcit), e
Magh-Cit foram realizadas cinco aplicacdes via intratumoral a cada dois dias e houve
100% de sobrevida em todos os grupos experimentais. N&o foram observadas alteracGes
comportamentais e clinicas como diarreia, queda de pelos e atividade motora reduzida

ao longo de todo o experimento, em todos 0s grupos estudados.

5.1.1. Avaliacao do peso dos camundongos

O peso dos animais foi registrado antes do dia de transplante de células
tumorais, durante os tratamentos e no dia da eutanasia. Antes de dar inicio ao tratamento
(dia 0), o peso dos animais era, em média, 21, 9 + 1,15 g. Ao final do tratamento (dia
25) houve um ganho de peso dos animais sendo, este em média, 24, 5 + 1,21 g. Ndo
foram constatadas mudancgas significativas no peso corporeo dos animais ao longo dos
tratamentos, mostrando que ndo houve influéncia dos mesmos no crescimento dos

camundongos (Figura 21).
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Dias ap0s transplante de células tumorais

Figura 21 - Peso corporeo dos camundongos ao longo do experimento. Os animais foram pesados antes do implante
de células tumorais (dia 0), no decorrer dos tratamentos, uma vez por semana (dias 1, 8 e 15) e no dia da eutanasia
(dia 25).
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5.1.2. Mensuracdo do tumor

Ainda que ndo significativa, foi observada uma leve diminuicdo no volume dos
tumores dos animais tratados com Magh-Rhy(Hzcit)s, em relagdo aos outros grupos
estudados (Figura 22).
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Figura 22 - Efeito dos tratamentos sobre o volume do tumor. O tratamento com Magh-Rh,(H,cit), (216 mg de ferro

por kg de peso corpdreo e 8 mg de rdédio por kg de peso corpéreo) mostrou uma redugdo do tumor de mama em
relacdo ao grupo controle (salina), porém, esta diferenca nédo foi estatisticamente significativa. Valores correspondem

a média * erro padrdo n = 6.

Todos os animais em que as células tumorais 4T1 foram implantadas
desenvolveram tumor na mama. Os tumores apresentaram formato irregular, tamanhos
variados, estrutura consistente e vascularizada. A figura 23 apresenta imagens
ilustrativas dos tumores em cada um dos grupos experimentais. As figuras 23 Ae 23 C
mostraram camundongos portadores de carcinoma mamario do grupo controle com
tumor sem tratamento e do grupo tratado com Rhy(Hacit)4, respectivamente. Na figura

23 (B e D) é possivel visualizar o acimulo de nanoparticulas de maghemita na regido do
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tumor, uma vez que a administracao foi realizada por via intratumoral. O tamanho dos
tumores do grupo tratado com Magh-Rh,(Hacit), (Figura 23 D) era visualmente menor
em comparagdo com 0 grupo controle, porém esta diferenca ndo foi estatisticamente

significativa.
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Figura 23 - Fotografia dos tumores de carcinoma mamarios dos diferentes grupos experimentais. A) Controle
(salina), B) Animais tratados com Magh-Cit, C) Animais tratados com Rh,(H.cit), e D) animais tratados com Magh-

Rh,(H,cit),. (216 mg de ferro por kg de peso corp6reo e 8 mg de rédio por kg de peso corpéreo). Em B e D é possivel

observar algumas regides do tumor com uma coloracdo marrom possivelmente indicando a presenga das

nanoparticulas de maghemita (setas).

A massa do tumor foi mensurada, destacou-se um maior peso tumoral dos
animais tratados com Magh-Cit, que pode ter sido ocasionado pela presenca de um
edema inflamatdrio, porém, ndo foi observada diferenca significativa quando
comparando com o grupo controle. O tratamento com Magh-Rh,(H.cit)4, revelou uma
diminuicdo do peso da massa tumoral em relagdo aos grupos tratados somente com o
citrato de rédio ou maghemita, ainda que estas diferencas nao tenham sido significativas
(Figura 24).
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Figura 24 - Efeito dos tratamentos sobre o peso do tumor. O tumor foi mensurado apds a eutanasia dos animais. Nao
houve diferenca significativa no peso tumoral dos grupos tratados em relagdo ao grupo controle (salina). Animais
tratados Magh-Cit, Rh,(H,cit),, e Magh-Rh,(H,cit), (216 mg de ferro por kg de peso corpéreo e 8 mg de rddio por kg

de peso corpéreo). Valores correspondem a média * erro padrédo, n = 6.

5.2. Analises hematologicas e bioquimicas

5.2.1. Testes hematoldgicos

Os resultados obtidos nas analises do eritrograma dos camundongos estdo
apresentados na Tabela 6.

Os tratamentos com Rhy(H.cit)s, Magh-Rh,(H.cit), e Magh-Cit ndo causaram
alteracdes significativas em relagdo aos animais controle (sadio) e aos animais controle

portadores de tumor (salina).
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Tabela 6 - Eritrograma de camundongos BALB/c fémeas portadores de carcinoma
mama@rio tratados via intratumoral com Rh,(H.cit),;, Magh-Rh,(H.cit), e Magh-Cit.

trataments | VEM HCM CHCM HGB HCT RBC
(fL) (pg) (g/mL) (g/dL) (%) (milhdes/mm?®)

Sadio 483+02 157+02  326+04 140+04 429+10  89%02

Controle " 473:+03 153+01  323%03 128405 396+12 o403

com tumor

Magh- 489+04  151+07 31,0+14 127+10 410+23 8405

haClt

Magh-Cit ~ 488+07 155+03  317+02 134%02 342+06  006%0l

Rho(Hcit),  482t03  145:07  301+15 107+23 341+68  1*0L4

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). VCM = Volume Corpuscular Médio; HCM =
Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM = Concentracdo Hemoglobinica Corpuscular Média; HGB = Hemoglobina;
HCT = Hematocrito; RBC = nimero de hemdcias; g/dL = gramas por decilitros; fL = fentolitros; pg = picograma;
g/mL = grama por mililitro.

Os resultados do plaquetograma, mostrados na Tabela 7, revelaram que o0s
tratamentos com Rhy(H.cit);, Magh-Cit e Magh-Rh,(H.cit); néo causaram alteracfes
significativas no volume plaquetario médio (VPM) e no nimero de plaquetas quando
comparados com o grupo controle (sadio) e animais portadores de tumor néo tratados.
O volume plaquetario médio (VPM) é comumente utilizado como um parametro
indicador da atividade normal da medula 6ssea e da taxa de renovacdo das plaquetas
(COMAR & SILVA, 2009).
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Tabela 7 - Plaguetograma de camundongos BALB/c fémeas portadores de

carcinoma mamario tratados via intratumoral com Rh;(Hacit);, Magh-Rh,(Hycit), e

Magh-Cit.

Plaquetas VPM
Tratamento . 3

(mil/mm>) (fL)
Sadio 456,7+ 35.6 73401
Controle com tumor

447 6+ 45,4 7,4%0,2
Magh-Rha(H:cit)s 358,7+ 84,0 67+0.1
Magh-Cit 453 4+ 71.1 6.4+0,1
Rh(H:cit), 4282 + 89,3 73+0,1

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). VPM = volume plaquetario médio; fL = fentolitros.

Foi verificada intensa leucocitose, com aumento significativo, nos grupos

Rhy(H,cit), e Magh-Cit em relacdo ao grupo controle (sadio). Foi possivel observar

aumento com diferenca significativa nos monadcitos e neutréfilos do grupo tratado com

Magh-Rh,(Hzcit),. Os valores das demais células descritas no leucograma (linfocitos,

bastonetes, eosindfilos, e baséfilos) ndo apresentaram diferencas estatisticas, sugerindo

que os tratamentos utilizados pouco interferem no metabolismo dessas células (Tabela

8).
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Tabela 8 — Leucograma de camundongos BALB/c fémeas portadores de carcinoma

mamario tratados via intumoral com Rh,(Hcit)s, Magh-Rh(H.cit), e Magh-Cit.

Parametros Sadio Controlecom o (icit,  Magh-Rh,Cit Magh-Cit
tumor
Leucocitos
totais 24050 + 30918+  16.666,6%*+  3.5400 + 33.520,0%* +
(/mm?) 432,0 449.7 3958 7 18160,8 10098,9
“”:;C)“OS 4029+211 5481+31 41224239 4303+334 4602+ 2,29
0
Basz%ﬂes 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0
EOS‘(’J/"’;”OS 562+127 543+0,95 523+072 404+040 4, 92+0,32
0
Neutroéfilos
+Mondeitos 4832+46  46,9+4,2  47,76+2  80**+128 52.3+6 9
(%)
Basofilos
o 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

Os dados correspondem a média e ao erro padrdo da média (EPM). Os asteriscos indicam que a média difere
estatisticamente do grupo controle sem tumor. Diferengas significativas *p<0,05 ou altamente significativas

**p<0,01.

5.2.2. Testes bioquimicos

A analise de creatinina demonstrou que os animais portadores de tumor sem

tratamento, assim como 0s animais com tratamento, mantiveram valores parecidos com

0s animais do controle sadio, ndo apresentando alteracGes significativas. Isto sugere que

o0s tratamentos utilizados ndo induziram nefrotoxicidade nos animais (Figura 25).
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Figura 25 — Valores bioquimicos da creatinina dosada no soro de camundongos sadios e portadores de carcinoma
mamario tratados com Rh,(H,cit),, Magh-Cit e Magh-Rhy(H,cit), Dados correspondem a valores da média + desvio

padrdo (n = 6).

O grupo controle com tumor (salina) e o grupo Magh-Rh,(H.cit), apresentaram
reducdo com diferenga significativa de transaminase pirlvica quando comparado ao
grupo sadio. Os valores de transaminase pirtvica sdo avaliados como indicadores de
hepatotoxicidade quando possui indices elevados, no caso, os resultados demonstraram
uma diminuicdo desta enzima. Foi observada uma reducdo significativa no grupo
controle com tumor, que ndo recebeu tratamento, demonstrando que esta reducdo pode

estar relacionada a presenca do tumor e ndo com os tratamentos utilizados (Figura 26).
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Figura 26 — Valores bioquimicos de transaminase pirtvica dosada no soro de camundongos portadores de carcinoma
mamario tratados com Rh,(H,cit),, Magh-Cit e Magh-Rh,(H,cit),. Dados correspondem a valores da média + desvio

padrdo (n = 6). Diferencas significativas (*p<0,05).

5.3. Analises histopatoldgicas

A anélise histopatoldgica do tumor permitiu constatar que todos os animais
apresentaram implantacdo adequada das células 4T1 no tecido mamario, mostrando a
eficiéncia da técnica utilizada para a indu¢do do tumor ortotdpico.

O tecido mamario dos camundongos sadios (sem transplante de células
tumorais) apresentou parénquima e estroma caracteristicos. Na figura 27 observa-se um
ducto que é formado por uma camada interna de células epiteliais cubicas e na parte
externa possui uma camada de células mioepiteliais, tecido muscular liso, um vaso

sanguineo proximo ao tecido adiposo e um linfonodo.
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Figura 27 - Fotomicrografia de tecido mamério de camundongo fémea BALB/c. Parénquima e estroma do tecido
mamadrio normal. Legenda: A: tecido adiposo; D: ducto; L: linfonodo; M: tecido muscular liso; V: vaso sanguineo.
Coloracédo H&E.

De forma geral, os tumores observados apresentaram caracteristicas de tumores
malignos, parénquima com pouca diferenciacdo, células pleomdrficas (tamanho e
formas diferentes), desorganizacdo tecidual e células com morfologia distinta do
parénquima da mama normal. Presenca de pontos indicativos de hemorragia, linfécitos
e ndcleos picnoticos, que ocorrem quando a cromatina esta extremamente condensada,
causada por um evento patoldgico, ou cariorrexe, que sdo nucleos picnéticos
fragmentados que ocorrem quando a cromatina adquire uma distribuicdo irregular,
podendo se acumular em granulos. Foram encontradas células neoplésicas com
delimitacdo celular imprecisa e amorfa.

Na figura 28 é demonstrado a comparacdo dos grupos tratados e controle com
tumor sem tratamento. Pode-se observar a presenca de nanoparticulas no tecido tumoral
(Figura 28 A). Alta proliferacdo celular com varias figuras mitoticas (Figura 28 B),
células tumorais invadindo o tecido adiposo e muscular (Figura 28 C) e a presenca de
infiltrado inflamatdrio na regido tumoral (Figura 28 D).

Em camundongos tratados com Magh-Rh,(H.cit), pode-se observar, a presenca
de células tumorais proximas ao tecido muscular (Figura 29 A). Nanoparticulas
infiltradas na regido central (Figura 29 B e D) e na periferia do tumor (Figura 29 A e
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C), evidenciadas por marcacfes em marron. Ja no grupo tratado com Rhy(H.cit),
mostra grande numero de mitoses e ndcleos picnéticos com aumento do crescimento
desordenado das células sobre o parénquima mamario. E possivel visualizar as células
indiferenciadas do tecido tumoral (Figura 30).

O grupo tratado com Magh-Cit revelou regides com hemorragia, presenca de
nanoparticulas na regido central do tumor, presenca de figuras mitdticas, nucleos
picnoticos e células tumorais invadindo o tecido muscular (Figura 31). No grupo
controle com tumor, sem tratamento, é possivel visualizar a presenca de células
neoplasicas indiferenciadas, células tumorais proximas ao tecido muscular e células em
mitose. O aumento das figuras mitdticas deve-se a elevada proliferacdo tumoral (Figura
32).
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Figura 28 Fotomicrografias comparativas de tecido mamario de camundongo fémea BALB/c. (A) animais tratados
com Magh-Rh,(H,cit),. (B) animais tratados com Mahg-Cit; (C) tratados com Rh,(H.cit),; (D) Controle com tumor
sem tratamento. Tratados com 216 mg de ferro por kg de peso corpéreo e 8 mg de citrato de rodio por kg peso
corporeo. Legenda: A: tecido adiposo; L: linfdcitos; M: tecido muscular; T: tumor; Na: Nanoparticulas. Coloragéo
H&E.
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Figura 29 - Fotomicrografias da histologia de carcinoma mamario de camundongos fémeas BALB/c tratados com

Magh-Rh,(H,cit),. Tecido dos animais submetidos ao tratamento com nanoparticulas de maghemita associadas ao
citrato de rodio (I1) [Magh-Rhy(Hscit)4]. (A) Células tumorais invadindo o tecido muscular e presenca de
nanoparticulas. (A-D) Presenca de nanoparticulas na regido central e periférica do tumor. Tratados com 216 mg de
ferro por kg de peso corpdreo e 8 mg de citrato de rédio por kg peso corpéreo. Legenda: M: Tecido muscular; Na:
Nanoparticulas. Coloragdo H&E.
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Figura 30 - Fotomicrografias da histologia de carcinoma mamario de camundongos fémeas BALB/c tratados com

Rh,(H,cit),. (A — D) Alta proliferagdo de células tumorais com varias figuras mitéticas (seta preta) e nicleos
picnéticos em cariorrexe (seta branca). Tratados com 8 mg de citrato de rodio por kg peso corpéreo. Legenda: T =

tumor; V: vaso sanguineo. Coloragdo H&E.
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Figura 31 - Fotomicrografias da histologia de carcinoma mamario de camundongos fémeas BALB/c tratados com

Magh-Cit. (A) Presenca de nanoparticulas de maghemita no tecido tumoral e hemorragia. (B) Nucleo picnético em
cariorrexe (seta branca). (C) Figuras mitoticas (seta preta) e regides com hemorragia. (D) Figuras mitoticas (setas
pretas), presenca de nanoparticulas e células tumorais invadindo o tecido muscular. Tratados com 216 mg de ferro
por kg de peso corpéreo. Legenda: M: Tecido muscular; Na = Nanoparticulas; H = hemorragia; T = tumor.
Coloracdo H&E.
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Figura 32 - Fotomicrografias da histologia de carcinoma mamario de camundongos fémeas BALB/c controle com

tumor sem tratamento (salina). (A) Células tumorais invadindo o tecido muscular e presenca de células em mitose (seta
preta). (B - D) Figuras mitéticas (setas pretas) e nlcleos picnoticos (seta branca). (cabecas de setas). Legenda: M =

musculo; T = tumor. Coloragdo H&E.

60



5.4. Analises do ciclo celular e fragmentacao de DNA de células da medula 6ssea

Apos o término dos tratamentos, foram avaliados o perfil de distribuicdo das
células de medula dssea nas fases do ciclo celular e o grau de fragmentacdo do DNA.

A analise do ciclo celular demonstrou que os animais que receberam tratamento
ndo tiveram alteragfes no ciclo celular das células da medula éssea, sugerindo que o

tratamento ndo provocou alteragdes no ciclo. Ndo houve diferenca significativa entre os

grupos (Figura 33).
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Figura 33 — Efeito dos tratamentos com Rh,(H.cit),, Magh-Rh,(H.cit), e Magh-Cit no ciclo de células da medula
6ssea de camundongos. Os grupos controles utilizados foram animais sem tumor e animais com tumor sem
tratamento. A andlise foi feita por meio de citdmetro de fluxo e marcagdo com iodeto de propidio (PI). Os resultados
foram expressos como média * erro padrdo. (n = 6).

Na analise de fragmentacdo de DNA, foi detectado aumento significativo na
porcentagem de fragmentacdo no grupo de animais controle com tumor (18, 96% + 1,
90). Percebeu-se menor fragmentagédo de DNA nos animais com tumor que receberam
tratamento. O percentual de DNA fragmentado do grupo tratado com Magh-Rh,(H.cit)4
(9, 29% = 1, 20) foi similar aos os valores do grupo controle sadio (9, 20% = 1, 98)
(Figura 34).
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Figura 34 — Efeito dos tratamentos com Rh,(H,cit),, Magh-Rh,(H.cit), e Magh-Cit sobre a fragmentacdo do DNA
em células da medula 6ssea de camundongos. Os grupos controles utilizados foram animais sem tumor e animais com
tumor sem tratamento. A analise foi feita por meio de citdmetro de fluxo e marcagdo com iodeto de propidio (PI). Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo. (n =6). * indica p < 0,05.

5.5. Imunohistoquimica

A imunohistoquimica foi utilizada para verificar se os tratamentos utilizados
causam alguma diferenca na expressdo das proteinas fibronectina e laminina nos grupos
experimentais. As imunomarcagdes de fibronectina e laminina em carcinoma mamario
dos animais tratados com Magh-Cit, Magh-Rh,(H.cit), e Rhy(H.cit)4, com tumor sem
tratamento ou controle sem tumor evidenciaram, como esperado, a presenca das
referidas proteinas na matriz extracelular e no interior de algumas células tumorais. Em
todas as reacOes realizadas, foram utilizados controles de marcacéo positiva e negativa
(Figuras 35 e 38).

A quantificacdo assistida por computador do percentual de células tumorais
positivamente imunomarcadas em relacdo a fibronectina revelou que a expressao desta
proteina ndo diferiu significativamente entre os animais tratados com Magh-Rh,(H.cCit),,
Magh-Cit, Rhy(H.cit), ou portadores de tumor ndo-tratados (Figura 36). A anélise do
percentual de matriz extracelular com imunomarcacao positiva conduziu a um resultado
semelhante, em que ndo foram observadas diferencas estatisticas entre 0s grupos

experimentais (Figura 37).
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Figura 35 - Fotomicrografias de carcinoma mamario de camundongos BALB/C submetido a marcagdo
imunohistoquimica para avaliacdo da expressdo da proteina fibronectina. (A) Auséncia de marcagdo no tecido
tumoral utilizado como controle negativo, feito sem incubagdo com o anticorpo primério. (B) Controle da mama
normal. (C) Animais tratados com Magh-Rh,(H.cit),. (D) Tratamento com Magh-Cit. (E) Tratamento com
Rh,(H,cit),. (F) Controle com tumor sem tratamento (salina). A imunomarcacédo das proteinas foi identificada com
diaminobenzidina (DAB) em marrom, sendo realizada contracoloragdo com hematoxilina de Mayer’s. As setas
indicam regides positivamente marcadas em relacdo & presenca da proteina na matriz extracelular. Os circulos

vermelhos indicam as regides positivamente marcadas em relagdo a presenca da proteina na célula. (400X).
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Figura 36 — Percentuais de células tumorais positivamente imunomarcadas para avaliagcdo da expressdo da proteina
fibronectina em carcinoma maméario de camundongos BALB/C do grupo controle com tumor (salina) ou tratados com
Magh-Rh,(H,cit),, Magh-Cit ou Rhy(H.cit), . As barras representam a média + erro padréo.
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Figura 37 — Percentuais de area da matriz extracelular positivamente imunomarcada para avaliacdo da expressdo da
proteina fibronectina em carcinoma mamario de camundongos BALB/C do grupo controle com tumor (salina) ou

tratados com Magh-Rh,(H,cit),, Magh-Cit ou Rhy(H,cit),. As barras representam a média + erro padréo.

Em relacdo a laminina, a avaliacdo do percentual de células tumorais
positivamente imunomarcadas indicou que a expressdo desta proteina tambem néo
diferiu significativamente entre os animais tratados com Magh-Rh,(H.cit)4, Magh-Cit,
Rh,(H,cit)4 ou portadores de tumor ndo-tratados (Figura 39). De forma semelhante, a
analise do percentual de matriz extracelular com imunomarcacdo positiva também

demonstrou ndo haver diferenca estatistica entre os grupos experimentais (Figura 40).
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Figura 38 - Fotomicrografias de carcinoma mamario de camundongos BALB/C submetido a marcacéo
imunohistoquimica para avaliacdo da expressdo da proteina laminina. (A) Auséncia de marcagdo no tecido mamario
utilizado como controle negativo, feito sem incubagdo com o anticorpo primario. (B) Controle da mama normal. (C)
Animais tratados com Magh-Rh,(H.cit),. (D) Tratamento com Magh-Cit. (E) Tratamento com Rhy(H.cit),. (F)
Controle com tumor sem tratamento. A imunomarcagdo das proteinas foi identificada com diaminobenzidina (DAB)
em marrom, sendo realizada contracoloracdo com hematoxilina de Mayer’s. As setas indicam regides positivamente
marcadas em relagdo a presenca da proteina na matriz extracelular. Os circulos vermelhos indicam as regides

positivamente marcadas em relacdo a presenca da proteina na célula. (400X).
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Figura 39 - Percentuais de células tumorais positivamente imunomarcadas para avaliacdo da expressao da proteina
laminina em carcinoma mamario de camundongos BALB/C do grupo controle com tumor (salina) ou tratados com
Magh-Rh,(H,cit),, Magh-Cit ou Rhy(H,cit), . As barras representam a média + erro padréo.
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Figura 40 — Percentuais de area da matriz extracelular positivamente imunomarcada para avaliacdo da expressao da
proteina laminina em carcinoma mamario de camundongos BALB/C do grupo controle com tumor (salina) ou
tratados com Magh-Rh,(H,cit),, Magh-Cit ou Rhy(H,cit),. As barras representam a média + erro padrdo.
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5.6. Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real - RT g-PCR

A expresséo dos genes Laminina e Fibronectina ndo foram detectadas por meio
da técnica qPCR em tempo real, mesmo utilizando o cDNA sem qualquer diluicdo e
aumentando a quantidade dos ciclos para 45. Portanto, nas condi¢cBes experimentais
realizadas houve uma quantidade extremamente baixa desses transcritos nas amostras.
A integridade do RNA e a eficiéncia dos primers utilizados foram comprovados. O
primer utilizado como controle endégeno o RPS9 ribossomal mostrou amplificacdo
normal nas condicdes experimentais realizadas, indicando a integridade do RNA
extraido das amostras. As figuras 41 e 42 mostram a curva de amplificagdo por RT-
gPCR, onde o controle enddgeno faz vérias curvas de amplificacdo (em vermelho) no
gréfico. Enquanto, os primers de Laminina e Fibronectina (em verde) se mantem
lineares mostrando que ndo houve amplifica¢do. Provavelmente ndo houve amplificacéo
dos genes de interesse por ter pouco RNA nas amostras impossibilitando a detec¢édo dos

transcritos.
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Figura 41 — Curva de amplificacdo dos primers de Fibronectina e RPS9 por RT-qPCR. Primer de Fibronectina
representado em verde e o primer do RPS9 (controle enddgeno) em vermelho. Foi observada amplificacdo apenas

para o gene do controle endégeno.
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Figura 42 — Curva de amplificagdo dos primers Laminina e RPS9 por RT-qPCR. Primer de Lamina representado em
verde e primer do RPS9 (controle enddgeno) em vermelho. Foi observada amplificacdo apenas para o gene do
controle endégeno.
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6. Discussao

O céancer de mama é um dos mais incidentes no mundo e a degradacdo da matriz
extracelular vem sendo indicada como um facilitador do processo de invasdo e
progressdo desta doenca (NELSON et al., 2006; YAO et al., 2007; NAM et al., 2010).
Células tumorais tém a habilidade de criar seu microambiente e obter as condi¢des
necessarias para crescer e sobreviver, promovendo processos como neoangiogénese e
capacidade de remodelar ativamente a matriz extracelular (DALEY et al., 2008). Diante
disso, este estudo teve como objetivo verificar se os tratamentos com Rhy(Hocit),
Magh-Cit e Magh-Rh,(Hxcit), possuem alguma influéncia na modulacdo da expressao
das proteinas da matriz extracelular laminina e fibronectina.

Nanoparticulas associadas ao citrato de rodio (II) vem se destacando por
apresentar atividade antitumoral em camundongos portadores de carcinoma mamario
(ZYNGIER et al., 1989; CARNEIRO, 2011). O citrato de rddio possui menor
toxicidade quando comparado a outros complexos de rodio similares, o que o torna um
promissor agente para 0 uso em tratamento anticancer (KATSAROS &
ANAGOSTOPOLOU, 2002).

Pelo método de coprecipitacdo de fons Fe*? e Fe™ em meio alcalino, foram
sintetizadas as nanoparticulas de maghemita, utilizadas nesse estudo (MASSART,
1982). As nanoparticulas apresentaram morfologia esférica com caracteristica
monodispersa, Pdl de 0,118 + 0,013, carga média do potencial zeta de -57, 6 mV,
didmetro hidrodindmico médio de 160,8 + 0,1 nm e didmetro modal de 9 nm. Valores
semelhantes aos encontrados anteriormente em caracterizagdes de maghemita associada
ao citrato (PATERNO et al., 2009; CARNEIRO, 2011).

Experimentos com animais na pesquisa cientifica tém sido importante por
contribuir para o desenvolvimento da ciéncia promovendo a descoberta de medidas
profilaticas, ajudando a elucidar questdes sobre o desenvolvimento de tumores e o
mecanismo de acdo dos compostos utilizados. Desde que foram introduzidos em
laboratdrios, no século XIX, os camundongos sdo um dos mais importantes animais
experimentais, pois seu ciclo de vida é curto e possuem semelhancas fisiologicas com o
ser humano (RANGARAJAN & WEINBERG, 2003; BRANCO et al., 2011). Os testes
foram realizados em camundongos da linhagem BALB/c que sdo utilizados pela

facilidade na administragdo de farmacos e na coleta de sangue (CHORILLI et al, 2007).
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Para a inducdo do tumor, foram utilizadas células de adenocarcinoma mamario murino,
linhagem 4T1, que foram transplantadas seguindo o protocolo estabelecido por Carneiro
(2011) na implantacdo de um tumor ortotopico. As células da linhagem 4T1 foram
escolhidas uma vez que sdo facilmente transplantaveis para a glandula mamaria, por
serem um dos modelos experimentais capazes de desenvolver metastases nos locais
afetados pelo cancer de mama em humanos e permitirem a comparagéo entre os estudos
in vivo e in vitro (PULASKI & OSTRAND-ROSENBERG, 2001).

A escolha da dose a ser utilizada nos testes bioldgicos com Rhy(Hacit),, foi
baseada em estudos feitos previamente. Zyngier et al, (1989) ndo observaram toxicidade
aguda provocada por Rhy(Hjcit); em doses de até 260 mg/kg deste complexo em
camundongos Swiss portadores do tumor ascitico de Ehrlich. Carneiro (2011) utilizou
em seu estudo 2 mg/kg de doses totais de Rhy(H,cit); e Peixoto (2012) usou 14, 1
mg/kg, e ndo observaram toxicidade aguda provocada por Rhy(Hcit);, em
camundongos BALB/c portadores de carcinoma mamario induzidos por células 4T1. A
fim de identificar uma dose adequada para os testes biolégicos, a proposta foi trabalhar
com doses em que ndo havia sido observada toxicidade em animais sadios e portadores
de tumor, conforme relatado por esses autores. A dosagem de citrato de rodio utilizada
no presente estudo foi de 8 mg/kg (40 mg/kg de dose total). Peixoto (2012), usou 22, 3
mg/kg de ferro (dose total) no tratamento dos animais, enquanto, nesse estudo foram
utilizados 216 mg/kg de peso corpéreo/dia de ferro nos tratamentos de Magh-Cit e
Magh-Rh,(Hzcit). Para garantir uma margem de seguranca em humanos, estudos com
animais devem sempre extrapolar a dose, a fim de obter uma dosagem minima a ser
utilizada para observar os efeitos adversos que este composto possa causar (ARCANJO,
2014).

O acompanhamento da massa corporal do animal é um importante indicador de
avaliacdo da toxicidade do tratamento utilizado (COSTA et al., 2012). Nesse sentido, 0s
animais foram pesados antes de iniciar o tratamento e durante 0 mesmo. O peso dos
animais ndo foi alterado pelos tratamentos quando comparados ao grupo controle
(sadio), mostrando que as doses de Magh-Cit, Magh-Rh,(Hzcit) e Rhy(H,cit); ndo
apresentaram toxicidade nos animais tratados.

Quanto ao perfil bioquimico dos animais, 0s niveis de creatinina estdo dentro
dos valores de referéncia (animais sadios). Nos animais controle com tumor (salina) foi
observado aumento em relacdo aos outros grupos, porém ndo apresentou diferencas

significativas. A elevacdo nos niveis plasméaticos de creatinina € um indicativo de
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sobrecarga renal, nefrotoxicidade, insuficiéncia renal aguda ou, ainda, de aumento no
catabolismo proteico (VIJAYALAKSHMI et al., 2000; STEVEN & SCOTT, 2002;
ADEBAYO et al., 2003). O aumento da creatinina ocorre quando se faz uso de um
composto que pode causar toxicidade renal, comprometendo a eficiéncia da filtracdo
glomerular e consequentemente a reducdo da excrecao urinéria da creatinina, causando
aumento do seu nivel no sangue (STEVEN & SCOTT, 2002). Neste estudo, os niveis de
creatinina se mantiveram normais. Dessa forma pode-se sugerir que os tratamentos néo
causaram sobrecarga renal.

A enzima transaminase piravica (TGP) ou também chamada de alanina
aminotransferase (ALT), € um importante indicador de lesdo nas células hepéticas
provocadas por drogas toxicas ou por infeccdes (MARTIN et al., 1981). As
transaminases estdo amplamente distribuidas nos tecidos, no caso da transaminase
pirGvica encontra-se predominantemente no figado, rim e coracdo. E considerada como
um sensivel indicador de dano hepatocelular e, dentro dos limites, pode fornecer uma
avaliacdo quantitativa do grau de danos sofridos pelos hepatocitos (ALHABORI et al.,
2002). Na pratica clinica de pequenos animais € comum a deteccdo de anormalidades
nas atividades séricas das enzimas hepaticas. Muitos processos patolégicos envolvendo
o figado podem causar elevacGes nas enzimas hepéaticas uma vez que ha a variacdo na
distribuicdo de cada enzima especifica no I6bulo hepatico, bem como essas mudancas
podem ser induzidas por agentes quimicos exdgenos, incluindo farmacos (COSTA et
al., 2012). O presente estudo sugere que 0 0s tratamentos utilizados podem ndo ser
hepatotoxicos, uma vez que foi observada diminuicdo significativa da transaminase
pirlvica nos grupos controle com tumor sem tratamento e tratados com Magh-
Rhy(Hacit), sugerindo que este composto pode induzir efeito hepatoproteto, ou ainda,
que a reducdo tem relagdo com a presenca do tumor e ndo com o0s tratamentos
utilizados, ja que houve reducdo também no grupo controle com tumor que nao recebeu
tratamento.

O hemograma € dividido em eritrograma, leucograma e plaquetograma, sendo
um dos exames mais prescritos para diagnostico de vérias doencas. A toxicidade
associada a terapias contra o cancer, frequentemente, resulta em um diagnéstico de
anemia, risco de infecgdes, neutropenia (baixa contagem de neutrdfilos), entre outros
(DJAZAYERI et al., 2005). Os parametros avaliados no eritrograma ndo tiveram

diferenga estatistica quando comparado com o grupo controle sadio.
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Houve uma intensa leucocitose em animais dos grupos Magh-Cit e Rhy(H.cit), e
este aumento provavelmente foi em decorréncia da existéncia do tumor ou devido a
processos inflamatdrios envolvidos nesta doenca. Estevanato (2012) também verificou
intensa leucocitose em camundongos BALB/c com carcinoma mamario induzido por
células 4T1, tratados com nanoparticulas de maghemita revestidas de nanocapsulas de
selol. Ocorreu aumento no nimero de mondcitos e neutrofilos do grupo tratado com
Magh-Rhy(Hcit). O mesmo foi observado por Portilho (2011) em camundongos
portadores de carcinoma mamario de Ehrlich. Os linfocitos podem diminuir devido ao
tratamento com quimioterapicos ou pelo aumento do estresse oxidativo, que ocorrem
em uma grande variedade de tumores, em decorréncia da diminui¢cdo de enzimas
antioxidantes (DURSUN et al., 2006). Os resultados obtidos ndo revelaram diferencas
significativas de linfocitos. Para os bastonetes, eosinéfilos e basinofilos ndo houve
diferenca significativa.

O volume plaquetério médio é o indice da média do didmetro das plaquetas
(COMAR & SILVA, 2009). Esses valores sdo importantes por serem encontrados em
diversas patologias, no caso do aumento do VPM ha ocorréncia em doengas como:
diabetes (HEKIMSOY et al., 2004), doencas cardiacas (HUCZEK et al., 2005),
hipertireoidismo (DOW et al., 1994), pré-eclampsia (SANTOS & FILHO, 2004),
esplenectomia (BESSMAN, 1986), entre outras. Nesses casos, a medula Ossea é
hiperproliferativa, e as células resultantes sdo fenotipicamente anormais (COMAR &
SILVA, 2009). O VPM diminuido pode ser encontrado em casos de: sepse (YAGUCHI
et al., 2004), quimioterapia (BESSMAN, 1986), colite ulcerativa (KAPSORITAKIS et
al., 2001), hipotireoidismo (COMAR & SILVA, 2009) e anemia megaloblastica
(BESSMAN, 1986). A andlise do VPM neste estudo, revelou leve diminuicdo nos
animais dos grupos Magh-Rh,(H_cit) e Magh-Cit, porém ndo significativa. O valor do
VPM diminuido € comumente encontrado em pacientes que fazem uso de
quimioterapicos (COMAR & SILVA, 2009).

De forma geral, os quimioterapicos interagem com o material genético das
células provocando danos, principalmente nas células em proliferacdo celular, sejam
elas tumorais ou normais, como por exemplo, as células da medula &ssea
(ESTEVANATO, 2012). Na avaliagdo de um composto quimico em sistemas
bioldgicos, a mielotoxicidade deve ser um fator considerado importante, ja que as
células da medula Ossea apresentam altos indices mitdticos, sendo suscetiveis a

compostos capazes de realizar ligacdes com 0 DNA, como os carboxilatos de rodio (I1)
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(CARNEIRO, 2011). Para investigar o potencial genotdxico dos tratamentos utilizados
neste estudo, o percentual de fragmentacdo do DNA e as fases do ciclo celular foram
avaliados em células da medula 6ssea. Ainda que a analise de ciclo celular ndo tenha
presentado diferenca significativa entre os tratamentos, foi observado aumento de
células na fase G1 (>80%) do ciclo celular de camundongos do grupo controle com
tumor. Nos resultados de fragmentagédo do DNA o grupo controle com tumor apresentou
altos indices de fragmentacdo e o0s grupos tratados ndo mostraram diferenca
significativa quando comparados ao grupo sadio. Os percentuais de fragmentacdo de
DNA apresentados pelo grupo Magh-Rh,(H.cit), foram baixos, préximos aos do grupo
controle sadio. Possivelmente, a presenca de fragmentacdo do DNA nas células de
medula éssea dos camundongos é explicada pelo aumento da producéo de radicais livres
durante a evolucdo do tumor. Nossas células estdo expostas diariamente a agentes
oxidantes, radicais livres de todos os tipos, portanto € normal que as células sofram
fragmentacdo de DNA. Entretanto mecanismos de reparo e enzimas antioxidantes agem
continuamente para manter o equilibrio (TONINI, 2008). Nossos resultados mostraram
qgue os camundongos controle (sadios) e que receberam tratamento ndo apresentaram
niveis elevados de fragmentacdo de DNA nas células de medula déssea. Provavelmente
essas células da medula 6ssea sdo afetadas somente pelos radicais livres circulantes,
quando estes estdo com nivel muito aumentado pela presenca de uma doenga como, por
exemplo, o cancer de mama. Portanto, os animais saudaveis e tratados deste estudo
possivelmente foram capazes de manter um equilibrio entre os radicais livres e o
sistema de reparo antioxidante. O aumento da fragmentacdo de DNA no grupo controle
com tumor, pode ser em decorréncia do aumento de radicais livres durante a evolugéo
da doenca e de um estagio avancado do tumor onde induz um maior estimulo da medula
Ossea para tentar manter a homeostase no organismo.

Obtendo as médias do volume do tumor de cada grupo, os tratamentos com
Magh-Rhy(Hzcit)4 e Rhy(Hxcit), (8 mg de citrato de rddio Il por kg de peso corporeo)
tiveram uma reducdo ndo significativa de 55% e 46% respectivamente, em relacdo ao
grupo controle sem tratamento. Esses resultados estdo em conformidade com o0s
experimentos de Peixoto (2012), que utilizou as mesmas condic¢des experimentais deste
trabalho, quando também foi observada uma reducdo tumoral ndo significativa dos
grupos tratados com Magh-Rh(Hzcit), de 58,4% e Rhy(H.cit), de 44,9% (2,0 mg/kg em
sete aplicagbes). Essa redugdo na média do volume tumoral, mesmo que nao

significativa, pode ter relevancia bioldgica e sugere que os compostos utilizados podem
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ter atividade antitumoral em camundongos BALB/c. A redugdo do volume tumoral no
grupo tratado com nanoparticulas associadas ao citrato de rédio provavelmente deve-se
ao fato dessas terem sido direcionadas de forma passiva para a regido tumor, pelo efeito
EPR, j& que na regido tumoral observa-se uma fraca drenagem linfatica e uma
vascularizacdo heterogénea, com vasos mais largos que permitem a passagem com
facilidade das nanoparticulas e sua retencdo no tumor (SARFATI et al., 2011).

O peso do tumor é uma forma de avaliacdo direta do estado clinico do animal
utilizado como um parédmetro para avaliar efeitos anti-neoplasicos. Esta forma de
mensuracdo é considerada mais apropriada do que a mensuracdao do tumor por volume,
embora esta seja a mais utilizada em estudos de cancer (KUKOWSKA-LATALLO et
al., 2005; TRISDALE, 2010). Os animais tratados somente com Magh-Cit mostraram
um aumento ndo significativo no peso do tumor, que pode ocorrer devido a presenca de
edema inflamatorio, em decorréncia do tumor. O mesmo foi observado por Estevanato
(2012) que também verificou o aumento do volume tumoral de camundongos
portadores de carcinoma mamario, tratados com nanocapsulas magnéticas de selol. Os
tratamentos com Magh-Cit e Rhy(Hzcit); mostraram um peso e volume do tumor
maiores que o0 grupo tratado com nanoparticulas associadas ao citrato de rodio. Nesse
sentido, a associacdo do citrato de rédio se mostrou com um efeito antitumoral maior
nos camundongos, possivelmente influenciado pelo tamanho reduzido das particulas
que facilitaram o direcionamento deste composto para a regido do tumor.

Como esperado, as analises histologicas dos tumores mostraram acUmulo de
aglomerados de nanoparticulas de maghemita decorrente do tratamento. Estes acimulos
de nanoparticulas puderam ser observados na regido central do tumor e na periferia. De
forma geral, as células neoplasicas apresentam metabolismo mais rapido do que as
células normais, demandando maior quantidade de nutrientes, como ferro (KWOK &
RICHARDSON, 2002). Nanoparticulas magnéticas sdo mais captadas pelas células
tumorais do que as células normais, como mostrado por Carneiro (2011) através da
analise de microscopia de luz, apos coloracdo de Perls. As membranas das células
tumorais também s80 mais permedveis, 0 que permite a internalizacdo das
nanoparticulas pelas mesmas. Nos tumores foram encontradas regides com hemorragia,
células com figuras mitéticas (fato que pode estar relacionado a um aumento da
proliferacéo celular no tumor), area com infiltrado inflamatorio intenso, (indicando uma
resposta ao tumor, que pode ser decorrente da proliferagdo). A apoptose é uma forma de

morte celular controlada. E desencadeada por excesso ou falta de estimulos de
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crescimento, proliferacdo e dano celular. A célula em apoptose tem caracteristica de ter
tamanho reduzido, condensacdo da cromatina e fragmentacdo do DNA, levando ao
aparecimento de ndcleo picnotico (como encontrado neste estudo), formacdo de
vacuolos autofagicos, dilatacdo de organelas citoplasmaticas como mitocondria e
complexo de Golgi (BRAS et al., 2005; BOZETO, 2011).

A MEC tem efeitos sobre o comportamento celular e pode facilitar a progresséo
tumoral (NELSON et al., 2006). Além disso, alteracGes da expressdo de componentes
especificos da MEC como a fibronectina e laminina tém sido associados a um pior
prognostico em pacientes com cancer de mama (YAO et al., 2007).

E importante a identificagdo de marcadores que possam elucidar o
comportamento do tumor e, especialmente em cancer de mama devido, a variabilidade
na progressdo clinica da doenca (BAE et al., 2013). Diante disso, a marcacdo das
proteinas fibronectina e laminina foi realizada por imunohistoquimica para compreender
se os tratamentos utilizados possuem alguma influéncia na expressao dessas proteinas.
As marcagdes dessas proteinas nos tumores tratados foram estatisticamente semelhantes
qguando comparadas com as marcagfes dos animais nao tratados. Foram analisadas as
marcacdes das proteinas fibronectina e laminina na matriz extracelular, também
chamada de estromal (CHRISTENSEN et al., 1988; IOACHIM et al., 2002; HAN et al.,
2006; BAE et al., 2013), que embora seja a marcagao mais estudada, ainda demonstra
resultados inconsistentes quanto ao significado clinico da expressdo. A marcacao
celular, ou também chamada de epitelial, tem sido investigada no cancer de mama, no
entanto ainda ndo tem sido relatado o seu significado clinico (RYU et al., 1998;
IOACHIM et al., 2002; ROWINSKY, 2004; BAE et al., 2013).

Quanto as marcagdes da fibronectina celular, os resultados mostraram uma
maior expressdo dessa proteina nos grupos tratados com Magh-Rh,(H,cit), e
Rhy(H,cit);. Entretanto, na analise referente a marcacdo da fibronectina na matriz
extracelular o grupo que ndo recebeu tratamento se manteve com niveis semelhantes ao
tratado com Magh-Rh,(H.cit),, porém as diferencas observadas ndo foram significativas.
A perda de fibronectina vem sendo estudada no processo de carcinogénese e 0s autores
sugerem que esta proteina pode estar envolvida na livre migragdo das ceélulas
neoplasicas (KOSMEHL et al., 1999; ARMSTRONG & ARMSTRONG, 2000;
LYONS et al., 2001).

Chaves et al., (2012) demonstraram que a proteina fibronectina tinha uma

expressao reduzida ap6s o tratamento por terapia génica com endostatina em carcinoma
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renal metastico. Por outro lado, o estudo realizado com 259 pacientes com cancer de
mama, acompanhadas por 8 anos, demonstrou que as pacientes que apresentavam uma
maior expressdo dos receptores integrinas também apresentavam um aumento da
expressao da fibronectina e este aumento estava relacionado com a maior sobrevida dos
pacientes, mostrando que a expressao da fibronectina tem um papel importante na
progressdo tumoral (KOSMEHL, et al., 1999).

Nas andlises referentes as marcagdes na célula (epitelial) e na matriz extracelular
(estromal), pode-se observar, mesmo sem diferenca significativa, uma maior expressao
de laminina nos tratamentos com Magh-Rh,(H.cit), e Magh-Cit, quando comparado
com o grupo que nédo recebeu tratamento. A perda da laminina segundo Garcia et al.,
(2006), pode ocorrer de forma gradual, & medida em que uma lesdo aumenta o seu grau
de malignidade. Estudos demonstram que em carcinomas epidermdides orais ocorre
pronunciada perda de expressdo da laminina e de seus receptores integrinas (BERNDT,
et al., 2001). Tosios et al (1998), evidenciaram uma tendéncia a perda da laminina
durante o aumento gradativo de displasias e em &reas de invasdo. lwamoto, et al (1987),
realizaram tratamentos com injecdo de laminina em ratos portadores de carcinoma
mamario, na qual, promoveu um aumento da formacdo de metastase no pulméo.

Provavelmente, estes resultados podem estar relacionados ao fato dos
tratamentos ndo terem reduzido significativamente os tumores ou 0 mecanismo de acéo
das nanoparticulas associadas ao citrato de rédio Il ndo inclui alteragdes na MEC. Como
ainda ndo haviam sido realizados estudos, nestas condi¢fes, que compara a expressao
das proteinas fibronectina e laminina apds o tratamento com Magh-Rh,(Hcit),, Magh-
Cit e Rhy(Hacit)s em camundongos com cancer de mama, entende-se que ainda
precisam ser feitos ajustes nos tempos e tratamentos para melhor elucidar este processo.
Ainda, a eutanasia dos camundongos foi realizada seguida ao final dos tratamentos,
talvez ndo houve tempo habil para o tratamento modular as proteinas. Foi observado um
alto desvio padrdo nas quantificagdes das imunohistoquimicas, apesar de ter sido
utilizada uma quantidade de fotos maior do que habitualmente utiliza-se na literatura.
Talvez, se fosse aumentada a quantidade de fotos a serem analisadas reduziria o desvio
padréo podendo obter um resultado significativo.

Nesse estudo, ndo foi possivel determinar, por meio da PCR quantitativa em
tempo real, o nivel da expressdo dos genes Laminina e Fibronectina em tecidos de
tumores tratados ou ndo com Magh-Rh,(Hxcit),, Magh-Cit e Rhy(H.cit), e mama normal

de camundongos BALB/c. Isso pode ter ocorrido, devido a expressdo desses genes ser
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extremamente baixa nessas condigdes experimentais, possuindo niveis de transcritos téo
baixos que ndo foram detectaveis pela técnica de PCR quantitativo em tempo real
utilizando SyBR Green. A extracdo do RNA também pode ser um fator que dificultou a
deteccdo dos transcritos pela técnica de RT-gPCR, pois a eficiéncia da extracdo depende
da homogeneizacdo adequada dos tecidos, que pode ter sido dificultada, pelo fato das
amostras de tumor ter uma caracteristica de tecido mais fibroso (STEPHEN et al.,
2009).

Chandler et al (2011), mostraram a regulacdo da expressdo do gene Fibronectina
analisado em células 3T3-L1 por RT-PCR em tempo real, ap6s serem expostas a fatores
soluveis (fator de crescimento) secretados pelas células do tumor de mama. A clivagem
proteolitica € um evento que ocorre durante a evolucdo tumoral que cliva componentes
da lamina basal, como as lamininas. A clivagem expde sitios bioativos e muitos
peptideos derivados da clivagem da laminina, que ja foram identificados como agentes
de progressdo tumoral. Santos (2011) mostrou que o peptideo C16, é expresso na
linhagem MDA-MB-231 de carcinoma invasivo de mama e mostrou que este atua na
regulacdo da expressdo de 11 genes promotores de invasdo nesta linhagem, avaliados
por RTg-PCR.

De maneira geral, 0s genes superexpressos em tumores primarios envolvidos na
degradacdo da matriz extracelular, possuem potencial metastatico e aumentam a
capacidade de disseminacdo das células tumorais, diferentemente de sitios de metastases
onde 0s genes com superexpressao atuam na transicdo, transducdo de sinal e resposta
imune, proporcionando vantagens proliferativas e de sobrevida celular (ELLSWORTH
et al., 2009).
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7. Conclusoes e Perspectivas

Diante do exposto, o objetivo geral deste estudo consistiu em analisar o efeito
dos tratamentos Magh-Rh,(H.cit)4, Magh-Cit e Rhy(H.cit), na expressdo das proteinas

da matriz extracelular, laminina e fibronectina.

Com base nos resultados obtidos, é possivel concluir que:

e Os tratamentos, na dosagem de 8 mg/kg de citrato de rédio e 216 mg/kg de ferro
de peso corpdreo, administrado por via intratumoral em camundongos BALB/c
portadores de carcinoma mamario, nao produziu reducdo significativa do

volume do tumor.

e A expressdo dos componentes da matriz extracelular, fibronectina e laminina
parecem aumentar sua deposicdo quando recebem o tratamento com as
nanoparticulas associadas ao citrato de rodio, embora ndo tenha sido
significativo nas condi¢Ges experimentais executadas. Portanto, mais estudos

devem ser realizados para elucidar esta quest&o.

e Nao foi possivel detectar o efeito dos tratamentos sobre a expressao dos genes

Laminina e Fibronectina por meio da PCR quantitativa em tempo real.

e Os tratamentos ndo induziram toxicidade nos animais tratados com Magh-
Rhg(HzCit)A, Magh-Cit e ha(HzCit)4.

e Os tratamentos ndo induziram danos as células da medula éssea.

Os resultados obtidos nesse estudo podem ser somados aos outros da literatura e
assim contribuir para o desenvolvimento de estratégias que possibilitem verificar a
expressdao das proteinas laminina e fibronectina no carcinoma mamario e sua
importancia na progressao da doenga. Nesse sentido, mais estudos devem ser realizados

de modo a correlacionar e elucidar os resultados desta pesquisa.
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